
















































































































































































































which underpin cholesterol metabolism. A  range of  time course data, and  local and global parameter 
scans were  utilised  to  examine  the  effect  of  cholesterol  feeding,  saturated  fat  feeding,  ageing,  and 
cholesterol ester transfer protein (CETP) genotype. These investigations revealed: the model behaved as 
a hypo‐responder to cholesterol feeding, the robustness of the cholesterol biosynthesis pathway, and the 









disease were effective  for  the  investigation of cholesterol metabolism and DNA methylation, and  this 






















































































































































































































































































































































































we  age,  impairing  biological  function  (Bjorksten,  1968),  while  another  theory  suggests  that  the 
accumulation of intracellular waste products is responsible for cellular ageing (Hirsch, 1986). The free 
radical  theory of ageing, proposed by Harman  in 1956,  suggests  the gradual accumulation of  free 
radical damage on  cell  components  and  connective  tissue  is  the  cause of  ageing  (Harman,  1956; 





is  genetically  controlled, while  the  remainder  is  associated with  lifestyle  factors  (Passarino  et  al., 
2016).  















2010). Conversely, often  in biological  fields, biological systems are analysed  in a  reductionist way, 













It  is  important  to note,  that although  this work  focuses on  the use of mathematical modelling on 
cholesterol  metabolism,  and  the  use  of  electrochemistry  in  detecting  DNA  methylation,  these 









(2014)  showed  methylation  of  the  ATP‐binding  cassette  subfamily  A  member  1  (ABCA1)  gene 
promoter was associated with ageing and coronary artery disease (CAD) risk. Methylation of the gene 
promoter for the ABCA1 receptor, which plays a key role  in reverse cholesterol transport, was also 












al., 2019).  In another example, McGovern et al.  (2012)  created a  six  compartment model of DNA 
methylation, based on DNA methyltransferase (dnmt) and ten‐eleven translocation (tet) enzymatic 
activity, using a series of partial differential equations. The model included hydroxymethylcytosine, a 
newly  discovered  intermediate  of  the  demethylation  pathway,  and  could  accurately  predict DNA 
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CVD  is the  leading cause of mortality  in  individuals over the age of 85  in the UK (Townsend et al., 
2015).  CVD  has many  risk  factors,  however  plasma  levels  of  total  cholesterol  (TC),  low  density 
lipoprotein cholesterol (LDL‐C) are long established gold standard risk factors for CVD (Appelman et 













































An  intriguing feature of ageing,  is that  it  is often accompanied by the dysregulation of whole body 
cholesterol  metabolism  (Mc  Auley  and  Mooney,  2014).  Whole  body  cholesterol  metabolism  is 
regulated by a number of  factors  including cholesterol synthesis,  intestinal cholesterol absorption, 
hepatic cholesterol uptake (known as reverse cholesterol transport), cholesterol excretion, bile acid 
production, and deconjugation by intestinal microflora and subsequent excretion. Changes to any of 

















































CVD  risk,  and evidence has  consistently  shown  that HDL‐C  levels  are  correlated with  longevity  in 
several population groups (Ferrara et al., 1997). It  is therefore not surprising, that a healthy ageing 
phenotype  has  regularly  been  associated with  the  fine  tuning  of  cholesterol metabolism, within 





has  been  observed  in  those  exhibiting  exceptional  longevity  (Barzilai  et  al.,  2003).  Caused  by  a 
missense A>G mutation at exon 14 of chromosome 16, the isoleucine substitution for valine at codon 
405,  is associated with a 17% reduction  in CETP; the enzyme which  facilitates the 1:1 exchange of 
esterified cholesterol  from HDL with TAGs  from LDL and VLDL. Barzilai et al.  (2003)  found that the 
offspring of long lived individuals had significantly larger HDL and LDL particle sizes than their control 
counterparts. It was suggested that the reduced risk of atherosclerosis development, as a result of the 
diminished  ability  of  the  larger  LDL  particle  to  cross  the  arterial  endothelium,  could  in  part  be 
responsible for the exceptional longevity displayed (Barzilai et al., 2003; Kulanuwat et al., 2015).  













information  regulator proteins  (sirtuins).  The  former of  these  pathways has  been  suggested  as  a 
central regulator of intracellular cholesterol homeostasis (Wang et al., 2011), while mammalian sirtuin 




is  the  central  driver  of  cholesterol  dysregulation with  age,  but  rather  a  number  of mechanisms 




Briefly,  outlined  is  1)  ingestion  of  dietary  cholesterol,  2)  intestinal  absorption,  3)  chylomicron 

















and  Schoeller  (1990)  demonstrated  that  in  men  with  an  average  weight  of  69.8kg,  710mg  of 
cholesterol  could  be  synthesised  (Jones  and  Schoeller,  1990).  These  intake  and  synthesis  values 

















by  clathrin‐mediated  endocytosis  (Betters  and  Yu,  2010).  Plant  sterols  can  also  be  absorbed  via 
NPC1L1, although  the majority of  these are effluxed out by  the heterodimer ATP‐binding cassette 
(ABC) G5/G8 (Yu et al., 2014). Upon entry to the enterocyte, acetyl CoA:acetyltransferase 2 (ACAT2) 
converts  the  cholesterol  into  the  esterified  form  in order  to maintain  the  concentration  gradient 
(Chang  et  al.,  2009). Microsomal  triglyceride  transfer  protein  (MTP)  then  shuttles  the  esterified 













E,  causing  remnant  receptors,  LDLr  and  low density  lipoprotein  receptor‐related protein  (LRP),  to 
uptake the chylomicron remnants for degradation (Cooper, 1997). 




by 3‐hydroxy‐3‐methylglutaryl‐coenzyme A  (HMG CoA) synthase  to  form a molecule of HMG CoA. 
HMG CoA reductase, with the addition of 2 nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 
molecules then catalyses the conversion of HMG CoA to mevalonate. As the rate limiting enzyme of 
cholesterol biosynthesis, HMG CoA  reductase  is a  target  for  therapeutically  treating high  levels of 
cholesterol for the prevention of atherosclerosis; namely statins (Sirtori, 2014). Phosphorylation of 
mevalonate by the enzyme mevalonate kinase forms mevalonate‐5P, which then undergoes further 
phosphorylation  to  form  mevalonate‐5PP  via  the  enzyme  phosphomevalonate  kinase. 
Decarboxylation and dehydration by mevalonate‐5PP decarboxylase forms isopentenyl‐PP (IPP), and 
thus  its  isoform  dimethylallyl‐PP  (DMAPP)  via  isopentenyl  diphosphate  delta  isomerase.  Farnesyl 
diphosphate synthase initiates the condensation of DMAPP with one molecule of IPP and NADPH to 






reactions,  including  the  branching  of  7‐dehydrodesmosterol  to  either  desmosterol  or  7‐
dehydrocholesterol, both of which  can  then be  converted  to  the end product  cholesterol  via  the 















8)  Cholesterol  can  be  removed  from  the  tissues  by  HDL  during  RCT. RCT  removes  intercellular 
cholesterol from the peripheral tissues and transports it to the liver for excretion in bile or conversion 







et al., 1990). The assembly of  two  small, dense, HDL3 molecules,  in  the presence of phospholipid 
transfer protein (PLTP), induces the formation of a larger HDL2 molecule (Chirackal Manavalan et al., 
2014). This conversion can be reversed  in the presence of hepatic  lipase (HL)  (Patsch et al., 1987). 
Once transported to the  liver, the cholesterol and cholesterol ester rich HDL2, needs to deposit the 
cholesterol and esters before recirculating (Patsch et al., 1987). Cholesterol esters have the ability to 




(Zhang  et  al.,  2015).  These  lipoproteins  then  return  the  esterified  cholesterol  to  the  liver,  for 
conversion to bile acids or excretion (Brown and Goldstein, 1984) 
9)  Cholesterol  can  be  removed  from  the  body  by  two mechanisms;  directly  via  the  ATP‐binding 
cassette subfamily G5/G8 (ABCG5/G8) receptor and effluxed to the gall bladder (Repa et al., 2002), or 
alternatively,  it can be converted to bile acids for faecal excretion. Primary bile acids are produced 








3‐one  before  the  classical  pathway  splits,  to  enable  the  formation  of  either  cholic  acid  (CA)  or 
chenodeoxycholic acid (CDCA). For the formation of cholic acid, modification of the sterol ring by 12α‐
hydroxylase (CYP8B1) must occur before further modification by aldo‐keto reductase family 1 member 
D1  (AKR1D1).  The  side  chain of  4‐cholesten‐7α,  12α‐ diol‐3‐one  is  then  acted upon by  sterol  27‐ 




alternative pathway of primary bile acid  synthesis,  side  chain  shortening by CYP27A1 occurs  first, 
creating  27α‐  hydroxycholesterol,  before  hydroxylation  by  25‐hydroxycholesterol  7α‐hydroxylase 
(CYP7B1) creates 3β‐7α‐dihydroxy‐5‐cholestenoate. HSD3B7, CYP8B1 and AKR1D1 modification of the 
sterol ring can then occur, and upon further modification, CA and CDCA can then be formed (Thomas 
et  al.,  2008),  although  CDCA  is  considered  its  main  product  (Fuchs,  2003).  This  is  followed  by 
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conjugation of 98% of  these bile acids. Conjugation  is necessary as  it  increases polarity,  therefore 
lowering  the  bile  acids  ability  to move  into  the  enterocyte  from  the  intestinal  lumen  via passive 
transport. This allows the movement of bile acids to be tightly regulated, and under receptor control 
(Aldini et al., 1996). Additionally, conjugation  improves solubility. This  is  important for their role  in 






















1998). Created by bacterial modification, unconjugated bile  acids have  a decreased polarity.  This 














of circulating bile acids  that are excreted daily, 98% are  in  the unconjugated  form due  to a  lower 






activity  in  the  ileum, and 74%  in  the caecum  (Tannock et al., 1989). BSH preferentially hydrolyses 
glyco‐conjugated bile acids  than  tauro‐conjugated bile acids. There are  several  survival‐promoting 
motives for bacteria to respond in this way; these include providing a nutrition source and bile acid 
detoxification  (Begley et  al.,  2006).  This modulation of bile  acid  circulation  indicates  that  the  gut 
microbiome  also  plays  an  important  role  in maintaining  cholesterol metabolism.  Collectively  the 








It  is  well  established  that  LDL‐C  levels  rise  with  age  (Abbott  et  al.,  1983).  Evidence  from  the 
Framingham  Study  demonstrates  LDL‐C  steadily  rises  from  97.08mg/dL  (2.51mmol/L)  and 




this  is not always the case, as higher  levels of LDL‐C were associated with a  lower risk of all‐cause 
mortality  in a Chinese cohort of 935 ≥80 year old males and  females.  In this cohort each 1mmol/L 
increase in LDL‐C reflected a 19% decrease in mortality (Lv et al., 2015). Furthermore, abnormally high 
LDL‐C  (≥3.37mmol/L) resulted  in a 40% reduction  in mortality. Participants that survived the three 
year survey‐based study were also  found to have a higher prevalence  (39.0% vs. 27.7%) of central 




















1993).  In humans  the number of hepatic LDLr decrease with age,  thus  reducing  the  rate of LDL‐C 
clearance, and augmenting LDL‐C residence time (Millar et al., 1995). Furthermore, the rate of VLDL 




the hepatic pool. Thus,  less cholesterol  is required to maintain the hepatic pool, resulting  in down 
regulation  of  LDLr  and  plasma  cholesterol  accumulation.  More  recently,  proprotein  convertase 





















Cholesterol  from  both  the  diet  and  bile  is  absorbed  in  the  small  intestine  (Repa  et  al.,  2002; 
Tancharoenrat  et  al.,  2014).  Cholesterol  absorption  is  regulated  by  two  receptors  on  the  apical 
membrane, NPC1L1 and ABCG5/G8. NPC1L1  is predominantly  located  in  the  jejunum, although  is 
found  the  length of  the  small  intestine, and  is  responsible  for  the absorption of  sterols  from  the 





changes  to  receptor expression  represented a 19‐40%  increase  in cholesterol absorption between 
young adult and aged adult mice. This effect was amplified  in response to high  levels of oestrogen 













In  rodents  a mechanistic  explanation  for  the decline  in CYP7AI  activity has been postulated.  It  is 
suggested the reduction in its activity is in part, due to neuroendocrine dysfunction which causes an 







release  into the small  intestine postprandially, bile acids aid  in the absorption of dietary  lipids, and 
undergo  bacterial modification  before  being  reabsorbed  or  excreted.  Therefore,  any  age  related 
alterations to these processes will have consequences for whole body cholesterol metabolism.  
Digestive microflora play a vital role in the enterohepatic circulation of bile acids, by modifying bile 
acids and  influencing  feedback mechanisms. For example,  conventionally  raised mice have a 71% 

















in  human  subjects  (Moro‐Garcia  et  al.,  2013). However,  caution  is  needed when  suggesting  this 
strategy  as  a  therapeutic  intervention  for  the  treatment  of  hypercholesterolaemia,  as  increased 
concentrations  of  secondary  bile  acids  can  increase  inflammation  and  cancer  risk  in  the  colon 
(Salemans  et  al.,  1993).  This  is  emphasized  in  older  individuals, where  intestinal  transit  time  is 
elevated, and reabsorption of conjugated bile acids is decreased, thus increasing the exposure of the 







age‐related disease.  In  this  section  several of  the  key  genetic polymorphisms  responsible  for  the 

















or  those  from Asian  descent  (63.4%  vs.  56.2%). Although,  dietary  intake,  rather  than  absorption 
efficiency,  appeared  to be  the dominant  factor  in  cholesterol  absorption  (Bosner et  al., 1999).  In 









within  the  CETP  gene  that  have  been  discovered.  Of  these  polymorphisms,  several  have  been 
associated with  lower  CETP  levels,  reduced  risk  of  CVD,  and  increased  longevity. Murine models 
transfected with CETP undergo extensive  lipid profile remodelling resulting  in an  increased risk  for 
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CVD  (Westerterp et al., 2006). Therefore, any mutation  resulting  in decreased CETP,  is  thought  to 
reduce  CVD  risk  and  increase  life‐span.  For  example,  homozygosity  for  the  common  I405V 
polymorphism is associated with exceptional longevity (Barzilai et al., 2003). In one case, a three‐fold 
increase  in homozygosity  for the  I405V genotype was observed  in  long  lived  individuals  (24.8% vs. 
8.6%). This homozygous amino acid substitution of 405 isoleucine for valine reflected a 17% reduction 






et  al.,  2003).  Homozygosity  for  the  I405V  polymorphism  is  therefore  regarded  as  a  protective 
phenotype for healthy ageing (Atzmon et al., 2005; Barzilai et al., 2006).  
The  missense  D442G  mutation  in  exon  15  of  the  CETP  gene,  has  also  been  described  as  an 
atheroprotective genotype, as the D442G mutation has been shown to  increase LDL‐C particle size, 
and HDL‐C levels (Wang et al., 2002). In addition, this mutation which reduces CETP mass, activity and 
secretion,  has  been  associated  with  a  decreased  risk  of  CVD  mortality  (Arashiro  et  al.,  2001; 
Koropatnick et al., 2008). However, Zhong et al. (1996) demonstrated an increase in HDL‐C associated 

















cholesterol absorption can  range  from 29.0‐80.1%  (Bosner et al., 1999). This  is due,  in part  to  the 
genetic variation in the genes encoding for the NPC1L1 receptor, which is responsible for the clathrin‐






In  individuals with  autosomal  dominant hypercholesterolaemia,  lacking  LDLr  or  apo B mutations, 
NPC1L1 mutations may play a role in the hypercholesterolaemic phenotype displayed. For example, it 






for  the  rare  rs55837134  variant  was  associated  with  a  3‐fold  increase  in  cardiovascular  event 
incidence, compared with carriers homozygous  for  the common allele  (Muendlein et al., 2015).  In 
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contrast,  Stitziel  et  al.  (2014)  demonstrated  that  the  presence  of  1  of  15  NPC1L1  inactivating 
mutations, as observed in 1/650 individuals, corresponded to a 12mg/dL (0.31mmol/L) decline in LDL‐
C, and  a 53%  reduction  in  cardiovascular event  risk  (Stitziel et  al., 2014).  In  addition  to  affecting 
baseline  lipoprotein  characteristics, mutations  to  the NPC1L1  gene  also  influence  the  lipoprotein 
profile  response  to  therapeutic  intervention.  For example, Simon et al.  (2005) demonstrated  that 
individuals homozygous  for  the  common  allele  g.‐18C>A exhibited  a 24.2% decline  in  LDL‐C  from 
baseline levels with ezetimibe treatment, compared with 27.8% for individuals heterozygous for the 
minor  allele.  Thus,  heterozygosity  for  the minor  allele  represented  a  15%  increased  response  to 














































LPL  activity, while only  12.6  and  7.6% were homozygous  for  the  rare  allele  (Larson et  al., 1999). 
Heterozygosity was displayed in 43.4 and 41.8% of males and females respectively. Females, but not 
males, exhibiting homozygosity for the rare allele had lower TC and LDL‐C levels, when compared to 
heterozygotes  and  homozygotes  for  the  common  allele  (Larson  et  al.,  1999).  This  alteration  to 
cholesterol  metabolism  could  play  a  role  in  the  association  of  this  genotype  with  age‐related 






40.3%  of  these  individuals  were  observed  to  be  heterozygous.  Homozygosity  for  the  –C480T 
















and 4.6%  increase  in HDL‐C, compared with  individuals homozygous for the major allele. Whereas, 





that a close  linkage between these SNPs and a third SNP, which  is responsible for  influencing HMG 
CoA reductase RNA stability, may also play a role  in altering LDL‐C and HDL‐C  levels,  in addition to 
statin treatment efficacy (Chasman et al., 2004).   





The  free  radical  theory of  ageing  is  underpinned by  the belief,  that  the  gradual  accumulation of 







play  in  the  ageing  process,  ROS  also  have  useful  roles  in  processes  such  as  phagocyte  derived 









hyperglycaemia  (Popov, 2010), hyperlipidaemia  (Kerenyi et al., 2006), ageing  (Wang and Bennett, 




1) by endothelial  smooth muscle  cells and macrophages  that have already  localised  in  the  tunica 






























of mitochondria within  the  cardiac  tissue of  rodents  (Gredilla  et  al.,  2001).  Therefore,  there  is  a 
prevailing hypothesis within gerontology, that the positive effects of this dietary regime are mediated 




















one of  this program examined healthy, but overweight  individuals  (BMI 25‐29.9kg/m2)  from  three 








The effects of CR  in humans has also been  investigated by Fontana et al.  (2004).  In this study, the 
lipoprotein profile and carotid artery intima‐media thickness of 18 members of the Caloric Restriction 
Society, whose members practice  long  term  self‐imposed CR  (3‐15 years), was  compared with 18 
control individuals. This investigation revealed a number of interesting findings about the interaction 
of CR with  lipid metabolism,  including a decline  in TC, LDL‐C, and  triacylglycerol by 19.1, 29.5 and 
63.8%,  respectively. HDL‐C was  also  affected by CR, with  a 51.2% elevation  in  levels.  This was  in 
addition to a reduction  in other risk  factors associated with CVD  including, blood pressure and the 










Mechanistic  target  of  rapamycin  (mTOR)  is  an  evolutionarily  conserved  serine/threonine  protein 




signals  (Mc  Auley  et  al.,  2015b).  These metabolic  cues  include  changes  to  oxygen,  nutrient  and 
hormonal  levels. mTOR  forms the catalytic subunit of two discrete signalling complexes, known as 










al.  (2011)  demonstrated mTORC1  regulates  SREBP  by  controlling  the  nuclear  entry  of  lipin  1,  a 
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phosphatidic  acid  phosphatase.  It was  found  that  inhibition  of  hepatic mTORC1  impaired  SREBP 
function and resulted in mice becoming tolerant in a lipin 1‐dependent fashion, to hepatic steatosis 
and hypercholesterolemia induced by a high‐fat and cholesterol diet (Peterson et al., 2011). Moreover, 
a recent study that examined non‐alcoholic  fatty  liver disease under conditions of  inflammation  in 
apolipoprotein  E  knockout  mice,  demonstrated  the  inhibition  of  mTORC1  activity  blocked  the 
translocation of SCAP/SREBP‐2 complex from the endoplasmic reticulum to the Golgi, and decreased 





























were  the  causal  association  between,  serum  cholesterol,  blood  pressure  and  smoking,  and  CHD 
mortality rates (Menotti et al., 1998; Menotti et al., 2004a; Menotti et al., 2004b), whereas, diets high 




longevity.  The  important  role  of  dietary  and  other  lifestyle  interventions  on  life‐span  can  be 
emphasised by analysing the North Karelia Project. Internationally, Finnish males, especially those in 
the province of North Karelia, had the highest rate of CHD in the late 1960s, as a result of a diet high 
in salt and  saturated  fat, and  low  in vegetables,  in addition  to high  rates of smoking and physical 




resulted  in  the most  rapid decline  in CHD mortality  in  the world. Within 5  years, a 4.1 and 1.2% 
reduction  in serum cholesterol was exhibited  in men and women, respectively (Puska et al., 1979). 






an  85%  decrease  in  CHD‐related mortality  (Puska,  2008).  The  impact  of  lifestyle  on  cholesterol 














PUFA  increases LDLr expression  (Fernandez and West, 2005). Furthermore, studies have  indicated 
plant sterols can reduce cholesterol absorption by 30‐50%  (Law, 2000), although the expression of 



















recurrence  (de  Lorgeril  et  al.,  1999).  Therefore,  a Mediterranean  diet  that  results  in  decreased 
cholesterol  levels  is not only protective  against primary  cardiovascular events but  also  secondary 
events. The  substantial evidence demonstrating  the potential benefit of  a Mediterranean diet on 
prolonging health‐span as well as  life‐span has resulted  in  large‐scale studies, such as the NU‐AGE 
project arising (Santoro et al., 2014). The NU‐AGE project aims to utilise the Mediterranean diet as a 











increasingly  been  investigated  as  a  contributor  to  disease.  The  close  relationship  between  the 
microbiome and its human host has resulted in humans being described as metaorganisms (Biagi et 
al., 2012). The impact of the microbiome on overall health was recently illustrated by a female subject 
that underwent  a  faecal  transplant  from her overweight, but otherwise healthy daughter  for  the 
treatment  of  recurrent  Clostridium  difficile  infection.  Post‐transplant,  the  recipient  experienced 
substantial weight gain, resulting in a weight gain of 41 pounds and an increase in BMI from 26 to 34.5 
at 36 months observation (Alang and Kelly, 2015). This suggests ‘obesity promoting’ microbiota can 
be  transmitted  from  human  to  human,  as  previously  observed  in  rodents  (Ridaura  et  al.,  2013). 
Understanding  the  role  of  the microbiome  in  health  is  challenging,  due  to  complex  bidirectional 
interactions with many biological systems. For example, it has been implicated in enhancing alveolar 
macrophage  function  in  lung  infections  (Schuijt  et  al.,  2015)  and  is  thought  to  influence  brain 
morphology  and  function  (Fernandez‐Real  et  al.,  2015). A  decrease  in Actinobacteria with  age  is 
associated with amygdala disruption and thalmic microstructure, reduced motor speed and attention, 
in addition  to  increased  intra‐abdominal  fat  (Fernandez‐Real et al., 2015). Conversely,  in a  classic 
study, Killian et al. (1998) showed mice exposed to stress exhibited altered intestinal function (Kiliaan 
et al., 1998). Moreover, administration of probiotic strains impact behaviour by improving mood and 























In an elderly  Irish cohort  (65‐96 years), the proportion of Bacteriodetes ranged  from 3‐92%, while 
Firmicutes ranged from 7‐94% (Claesson et al., 2011). Further differences in the gut microbiome have 






an overall picture of how  ageing  effects  the microbiome. However,  it  is  likely  that diet,  lifestyle, 
antibiotic usage, and host health  status accounts  for much of  this variation  (Candela et al., 2014; 
Claesson et al., 2012; O'Sullivan et al., 2013). For example, the reduction in species diversity witnessed 
with age  in humans  (Biagi et al., 2010),  is amplified  in  those housed  in  long‐term  residential care 
(Claesson et al., 2012). Furthermore, a carnivorous or herbivorous diet can  induce changes  to  the 
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microbiome  composition  to  favour metabolism  of  protein  or  carbohydrates  (David  et  al.,  2014). 
Moreover,  Everard  et  al.  (2014)  demonstrated  that  a  high  fat  diet  decreased  the  expression  of 
regenerating  islet‐derived  3  gamma  (Reg3g),  an  antimicrobial  lectin  with  activity  against  Gram‐
positive species. This reduction of Reg3g increases colonisation of the intestinal epithelium, causing 




Firmicutes/Bacteroidetes  ratio also  lowers with age  (Park et al., 2015).  In addition, Claesson et al. 
(2011) demonstrated Firmicutes increased from 40% to 51%, and Bacteriodetes decreased from 57% 
to  41%, when  comparing  a  young  cohort  (28‐46  years  old)  to  an  elderly  cohort  (≥65  years  old) 
(Claesson et al., 2011). In contrast, Biagi et al. (2010) found that the Firmicutes/Bacteroidetes ratio 
increased  from  3.9  in  young  individuals  to  5.1  in  elderly  individuals,  before  decreasing  to  3.6  in 
centenarians (Biagi et al., 2010). Furthermore, species diversity and number of Bifidobacterium and 




CFU/g  wet  weight  of  faeces,  decreased  by  53.2  and  52.2%  respectively  with  age  (Hopkins  and 




2010).  For example, when  comparing  the  gut microbiota of  cohorts exhibiting  ‘normal  life‐spans’ 
(urbanised  town  communities, UTC) with  those  exhibiting  exceptional  longevity  (longevity  village 
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communities,  LVC)  in  South  Korea,  LVC  individuals  displayed  significantly  higher  numbers  of 






were  significantly higher  in  the  LVC  cohort, making  it possible  that  factors  such as diet,  influence 
microbiome composition, and result in a drop in pro‐inflammatory LPS and a concomitant reduction 





The microbiome also affects metabolism. By  investigating  the bacterial genetic material  in human 
faecal  samples,  Rampelli  et  al.  (2013)  revealed  an  increase  in  the  bacterial  genes  involved  in 
tryptophan  metabolism  with  age.  It  is  plausible  that  this  age‐dependent  increase  in  bacterial 
tryptophan metabolism, decreases host bioavailability, a phenomenon which is implicated in a variety 












been  highlighted  as  an  effective  immunomodulator, which  can  have  potential  benefits  on many 
diseases (Patel et al., 2015). For example, Makino et al. (2010) demonstrated that a daily probiotic 
intake for 8‐12 weeks resulted in a 2.6 times lower risk of becoming infected with the influenza virus 





murine  model  significantly  reduced  plasma  TC,  triglycerides,  LDL‐C,  and  VLDL‐C,  in  addition  to 
increasing  HDL‐C  levels.  Moreover,  probiotic  supplementation  significantly  reduced  the 
atherosclerotic index of these animals (Al‐Sheraji et al., 2012). These alterations in plasma cholesterol 
levels could be due to a number of factors, including, the generation of SCFAs which may reduce the 
rate of hepatic  cholesterol  synthesis,  the  increase  in bile  acid deconjugation  resulting  in  reduced 
cholesterol solubility and absorption, and the increase in bile acid excretion (Al‐Sheraji et al., 2012; 
Begley et al., 2006; Hara et al., 1999). However,  it  is  important to note, evidence suggests that the 
byproducts  of  unconjugated  bile  acids  have  been  associated  with  the  dysregulation  of mucosal 
functioning (Ajouz et al., 2014; Baptissart et al., 2013). 
Furthermore, dietary interventions such as the Dietary Approaches to Stop Hypertension (DASH) and 
portfolio  diets,  which  target  the  risk  factors  for  CVD,  hypertension  and  hypercholesterolaemia 
respectively, can be utilised (Jenkins et al., 2015; Keith et al., 2015; Rifai and Silver, 2015). For example, 
a  recent meta‐analysis  determined  the  DASH  diet  lowered  systolic  pressure  by  6.74mmHg,  and 










many  of  the  food  items  associated  with  these  diets  contain  phytochemicals  that  can  positively 



















Mooney,  2015b; Mc Auley  et  al.,  2013).  It  is  clear  from  the  biological mechanisms  and  complex 
interactions outlined in this review that studying their dynamics is challenging (Borgqvist et al., 2017). 
The  systems  biology  approach  provides  a  framework  for  dealing  with  this  intrinsic  complexity 
(Bruggeman  and Westerhoff,  2007; Hoffman  et  al.,  2017). Central  to  this  approach  is  the  use  of 
mathematical models, which work  in  tandem with experimental work by  integrating experimental 
data and enabling dynamic behaviour to be modelled in a holistic manner (Enrique Salcedo‐Sora and 























2003),  and  is  archived  in  the  BioModels  database  (Le  Novere  et  al., 
























they  could  be  adapted  and merged  to  explore  in  depth  some  of  the  changes  that  occur within 










metabolism  is  in  part  due  to  the  strong  association  that  exists  between  elevated  TC/LDL‐C  and 





















Also,  from an  intestinal perspective  it has been suggested that the rise  in LDL‐C that accompanies 
ageing  is due  to a decline  in BSH+ species, such as Lactobacillus and Bifidobacterium  (Hopkins and 
Macfarlane, 2002; Joyce et al., 2014). Additionally, when the impact of ageing on lipoprotein dynamics 
was examined, it was suggested that the mechanistic explanation for the rise in LDL‐C during ageing, 









view  is  supported  by  findings  from  this  section which  revealed  how  other  important  aspects  of 
cholesterol metabolism are affected by ageing. For instance, oxidative stress was shown not only to 
be  involved  in  the progression of atherosclerosis, but  to also be  involved  in  the oxidation of HDL 































It  is evident, the breakdown of cholesterol metabolism associated with ageing results  in  increased 











The epigenetic mechanism of DNA methylation  controls gene expression and  repression  (Lim and 
Maher, 2010). DNA methylation refers to the covalent addition of methyl (CH3) groups to the carbon 







factors  including  age  and  disease  status,  as  discussed  in  sections  1.2.2  and  1.2.3.  Interestingly, 
hypermethylation of CpG sites in promoters or enhancers typically leads to transcriptional silencing, 
whereas  hypomethylation  of  CpG  sites  in  a  gene  body  frequently  results  in  an  increase  in  gene 
expression (Mendizabal and Yi, 2016; Yang et al., 2014).  
As outlined in Figure 1.14, the production of 5‐methylcytosine is regulated by DNA methyltransferases 
(DNMTs)  DNMT1,  DNMT3A  and  DNMT3B,  which  transfer  methyl  groups  from  S‐adenosyl‐L‐
methionine  (SAM).  DNMT1  primarily  acts  as  a  maintenance  methyltransferase,  targeting 







Demethylation  can  be  either  passive,  through  incorrect DNA  replication,  or  be  an  active  process 
regulated by TET enzymes. TET catalyse the oxidation of 5‐methylcytosine to 5‐carboxylcytosine via 








DNA.  DNA  can  become  demethylated  through  the  TET  and  TDG  enzymes  and  BER.  DNMT, DNA 




















reported. An estimated  loss of 5.6‐8.9  x105  and 2.3‐2.8  x105 5‐methyldeoxycytidine per  year was 
observed for Mus musculus and Peromyscus leucopus species which have lifespans of 3.5 and 8.0 years 
respectively, while a  loss of 1.6x104/year was observed  in human cells  (Wilson et al., 1987). Their 
conclusion  corroborates  the  findings  of  Drinkwater  et  al.  (1989), where  it  was  determined  that 
lymphocytes obtained from 20‐30 year old volunteer donors contained 54.6±1.6% methylated CmCGG 
sites, while  a  statistically  significant  7.1%  reduction  (47.5±2.6%) was observed  in  65‐80  year olds 
(Drinkwater et al., 1989).  
Maegawa et al. (2017) further examined if methylation drift is ubiquitous in differing tissue types. By 
analysing  12  genes  which  were  associated  with  hypermethylation  and  three  associated  with 




and  bone marrow  showed  reduced  age  associated  hypomethylation.  In  further  investigations  by 
Maegawa  et  al.  (2017)  it was  reported  that  there was  a  significant  inverse  relationship  between 
methylation drift and the level of change in gene expression. It was noted that when looking at the 
methylation  pattern  of  genes  which  had  increased  expression,  a  significant  reduction  in  DNA 




with age. For  instance, Sun et al.  (2014) observed  the expression of genes encoding  for  the DNA 
methyltransferases dnmt1, dnmt3a, and dnmt3b, considerably declined between the ages of 4 months 
and 24 months  in C57BL/6 male mice. Interestingly, the expression of demethylation enzymes Tet1 
and Tet3 were also  reduced with age  (Sun et al., 2014).  In humans, a  reduction  in TET1 and TET3 
expression was observed with age, and a correlation between TET1 and DNMT1, DNMT3B and TDG 
was determined  in peripheral blood mononuclear cells obtained  from 188 volunteers, aged 34‐74, 















cells  having  75.44%  of  the  expression  exhibited  by  young  cells.  Furthermore,  the  activity  of  this 




to  have  an  opposing  effect  on  the  expression  of  the  de  novo methyltransferases, with  DNMT3a 
declining to 60.61% that of young cells  in old age, while expression of DNMT3b  in young cells was 
75.21% of  that expressed by old  cells. Thus  again,  the  change  in  the  ratio between maintenance 




Germline  cells  have  specific  DNA  patterns  to  enable  suitable  gene  regulation  during  embryonic 
development.  Importantly, within  a  small  proportion  of  genes,  one  parental  allele  is  exclusively 
expressed,  due  to  a DNA methylation  regulated  gene  imprinting  (Barlow  and  Bartolomei,  2014). 
Inappropriate methylation during development can result in imprinting failures and diseases including 
Beckwith‐Wiedemann,  Prader‐Willi,  Silver‐Russell  and  Angelmans’s  syndromes  (Bartolomei  and 
Ferguson‐Smith, 2011). Epigenetic modifications are also frequently seen in diseases with later onsets; 
including  cancer  (Kulis  and  Esteller,  2010),  neurodegeneration  (Sanchez‐Mut  et  al.,  2016),  and 








lung,  kidney,  and  blood  lymphocytes  were  found  to  be  unmethylated  (Merlo  et  al.,  1995). 
Interestingly, Christensen et al. (2010) discovered through  locus‐by‐locus analysis, a trend between 
loci  methylation  and  cancer  characteristics  including  tumour  grade  and  size,  oestrogen  and 
progesterone status and triple negative status in invasive breast cancer specimens from 162 women 
from Northern California. At all 74 CpG  loci which were associated with  tumour  size,  there was a 





















Interestingly, p15INA4B, a  tumour  suppressor gene  commonly  silenced by methylation  in AML, was 
methylated in 72% of AML patients, and in these 24 cases, DNMT1 was statistically higher than those 
without p15INA4B methylation. Further examination of chronic myeloid leukaemia cells revealed that 







in comparison to only 2/12 Moloney murine  leukaemia virus  induced tumours, thus  indicating that 















Bell  et  al.  (2011)  reported  that  the  EN1  gene  transcriptional  start  site  exhibited  significant 
hypermethylation  in human  salivary gland adenoid  cystic  carcinoma when  compared with normal 
tissue, with a 59% difference  in methylation across the EN1 promoter. Furthermore, the extent of 
hypermethylation was correlated with tumour grading, location and patient outcome. Significantly, it 





cancer when  compared  to  the  SCTR  and  INHBB  genes.  Interestingly,  EN1 was more  likely  to  be 




Importantly Mayor et al.  (2009) outlined  that only 1.12%  (1/89) of EN1 genes  in normal  samples 










exhibited  differentially methylated  CpGs.  These  differences  ranged  from  5‐22%,  and  resulted  in 
altered gene expression, in animals which gained approximately 90% body mass from the high fat diet, 
































The  role  of  diet  in modulating metabolic  health  throughout  lifespan  has  long  been  known.  For 
instance, a significant amount of  insight has been gained  from analysing  the  impact of being born 
during the Dutch Hunger Winter, which took place in the Netherlands during World War 2. It is now 
emerging that changes to DNA methylation could be a central player in directing how the deleterious 
effects  of  the  Dutch  Hunger Winter  unfold.  A  recent  genome‐scale  analysis  of  differential  DNA 
methylation  in whole  blood  after  periconceptional  exposure  to  famine  during  the Dutch Hunger 
Winter emphasises this phenomenon (Tobi et al., 2014). Following a thorough assessment of prenatal 
malnutrition‐associated differentially methylated regions (P‐DMRs), it was found that P‐DMRs which 
preferentially  occur  at  regulatory  regions,  are  characterized  by  intermediate  levels  of  DNA 
methylation,  and  map  to  genes  enriched  for  differential  expression  during  early  development. 
Moreover,  it was  revealed differential methylation of P‐DMRs was  associated with 256 pathways 
which are defined by growth and metabolism. P‐DMRs found in the insulin receptor precursor gene 





Hunger Winter,  recent  studies have  revealed  that  this phenomenon  is underpinned by epigenetic 
83 
 
regulation.  For  instance,  it  has  been  shown  that  placental  leptin  DNA methylation  levels  were 









regime  may  play  a  role  in  the  prevention  of  aberrant  DNA  methylation.  For  instance,  plant 
polyphenols, originating  in fruit and beverages, and often associated with healthy diets, have been 
associated with  reduced oxidative stress,  inflammation and  risk of cancer  (Zhang and Tsao, 2016), 
which may be mediated through modulation of DNA methylation (Mileo and Miccadei, 2016). In one 
example, polyphenols associated with the Mediterranean Annuraca apple, reportedly increased p53, 




hypercholesterolaemia.  In  this  randomised  control  trial,  global DNA methylation was  reported  as 
3.909 ±0.380%  in control subjects, compared with 2.991 ±0.366%  in subjects who consumed cocoa 
(Crescenti et al., 2013). Furthermore, in vitro treatment of subject peripheral blood mononuclear cells, 
revealed  cocoa  significantly  lowered  DNMT1,  3a  and  3b  mRNA  expression  in  addition  to 
methylenetetrahydrofolate  reductase  (MTHFR)  and  5‐methyltetrahydrofolate‐homocysteine 












group  deprivation  can  lead  to  changes  in  one  carbon  folate metabolism, metabolites, which  can 





methylation  capacity,  was  observed.  The  methyl‐deficient  diet  also  lead  to  a  60%  increase  in 















25%  in  leucocytes and colonic mucosa respectively  (Pufulete et al., 2005).  Interestingly, Park et al. 
(2017)  found  folate  supplementation  produced  distinct  differences  in  DNA methylation  patterns 
dependent on body weight. In this study, supplementation of 800µg/day for 8 weeks in normal weight 
and  obese  females  aged  18‐35  increased  serum  folate  by  86.2  and  109.6%  respectively.  Before 
supplementation, 10.7% of CpG sites differed between the different weight categories; this rose to 
15.2% after  supplementation. Higher  levels of methylation were observed  in 52.9%  and 55.0% of 
obese women before and after treatment respectively. After treatment, CpG sites were more likely to 
have reduced levels of methylation; 67.9 and 75.8% for normal weight and obese females respectively. 
Interestingly,  while  the  supplementation  induced methylation  changes  in  genes  associated  with 






4.42±0.12%  at  enrolment.  Interestingly,  it  was  observed  that  genotype  can  influence  the  DNA 
methylation response to dietary folate. When analysing the effect of a 3 month 4000µg/day folate 
supplement in the presence of the MTHFR 677C→T variant, it was found that there was an 11.6, 18.8 







that  does  not  induce malnutrition  even  in  the  short  term,  could  potentially  ameliorate  aberrant 
methylation  in disease associated genes, as observed  in age  related methylation drift  (Kim et al., 
2016). Maegawa et al. (2017) detailed that CR was able to counteract hypermethylation associated 
with ageing without producing novel methylation patterns.  In both DNA from whole blood of mice 







as  protein  or  carbohydrates  (Lee  and  Longo,  2016). Hahn  et  al.  (2017)  showed  that mice which 
underwent 40% dietary restriction, which was applied by measuring the food intake of ad libatum fed 
mice,  and  feeding  the  test  group  40%  less  food,  exhibited  a  reduced  number  of  differentially 
methylated regions  in DNA extracted  from the  liver.  In aged mice  fed ad  libitum, age differentially 
methylated  3176  regions,  of  which  1945  became  hypermethylated  and  1231  became 
hypomethylated, whereas  aged mice  who  underwent  40%  DR  exhibited  only  2250  differentially 
methylated regions, of which 1512 became hypermethylated and 738 became hypomethylated (Hahn 
et al., 2017). To further this, Wang et al. (2017) reported that 40% CR resulted in a predicted 9.4 month 









DNA methylation  in  these  regions and enable  the  re‐expression of  these genes. Hypomethylating 





and becomes  incorporated  into DNA strands  in place of cytosines within CpG sites. The substitute 
nucleotide binds DNA methyltransferases similarly to cytosine, however due  to  the substitution of 
















al., 2013). Xie,  Jiang  and Xie  (2015)  conducted  a meta‐analysis of 11  trials,  containing 1392 MDS 
patients  and  similarly  found  that while  there was  no  significant  difference  between  the  rate  of 
complete  response  in  patients  undertaking  Decitabine  or  Azacytidine  treatment  (13  vs.  12%), 
Azacitidine treatment resulted in a significantly higher overall response rate compared with Decitibine 
(73 vs. 42%). Moreover, a statistically significant  improvement  in overall survival was observed  for 
Azacytidine  treatment when compared  to best supportive care, while no statistical difference was 
observed for Decitabine treatment (Xie et al., 2015).  
In contrast, results  from a randomised phase  II trial  in patients with  low/intermediate‐risk MDS or 
chronic myelomonocytic leukemia indicated an overall response rate of 70 and 49% for patients who 
received  intravenous  Decitabine  or  Azacytidine  for  three  consecutive  days,  on  a  28  day  cycle, 
respectively. Furthermore, the one year event‐free survival rate was significantly greater in patients 




However,  it  is  important to note that the use of such hypomethylating agents should be used with 
caution due to selectivity concerns. For instance, in one study which used Azacytidine to treat the non‐










essence  of  this methodology  is  to  utilise  novel  approaches  to  study molecules,  cells,  or  entire 
organisms. Nutrition research is no different, and is beginning to benefit from this new paradigm (Mc 








implicated  in  the ageing process. Using  the CNS homogenates  from young and old common pond 
snails, it was found that the current was greater at all four potentials examined, indicating there were 
significantly  greater  levels  of  H2O2  in  the  older  animals  (Fagan‐Murphy  et  al.,  2016).  In  another 
example, Esteves‐Villanueva et al. (2014) used EIS  for the electrochemical detection of tau protein 
misfolding, a protein associated with neurodegeneration. It was reported that a decrease in Rct was 













EIS was  the  superior electrochemical  test  for detecting  the gene  (Benvidi et al., 2015).  In another 





this commonly used chemotherapeutic  for  lung cancer, showed reduced adsorption, resulting  in a 
lower peak current. Thus this work showed that not only can phosphorylated proteins associated with 
cancer be detected, but drug treatment could also be successfully monitored (Ahmed et al., 2017).  






There  are  several  techniques  that  can be  employed  to  analyse DNA methylation, many of which 
require  prior  bisulphite  conversion,  which  converts  unmethylated  cytosines  to  uracil,  while 
methylated  cytosines  remain  unchanged.  These  techniques  include  bisulphite  sequencing  (Li  and 





spectrometry  (Lin  et  al.,  2016), microarray  analysis  (Schumacher  et  al.,  2006),  surface  plasmon 
resonance (Sina et al., 2014), and surface enhanced Raman spectroscopy (Hu and Zhang, 2012). Many 
of  these methods have  several drawbacks  including  the need  for expensive  laboratory equipment 
and/or biological molecules coupled with  long analysis times and the requirement for highly skilled 
operators. Electrochemical techniques have been investigated as a possible method of detecting DNA 
methylation due  to  the  sensitive and  specific  results  they are able  to produce,  in addition  to  the 
relatively  simple,  cost  effective  and  rapid  procedure.  A  significant  factor  to  also  consider  is  that 
electrochemical  detectors  can  often  be miniaturised  or multiplexed;  important  for  in  situ  testing 
(Hossain  et  al.,  2017). An  example of  an  elegant  electrochemical DNA‐methylation  sensor,  is  the 
eMethylsorb method of Koo et al. (2014). The method consists of two steps. First, a gold electrode is 
exposed  to  a  solution  of  bisulfite modified  and  asymmetrically  amplified  DNA.  This  exploits  the 
findings of Kimura‐Suda et al. (2003), who demonstrated that single stranded homo‐oligonucleotides 
adsorbed onto gold with  the  following affinity A > C  ≥ G > T  (Kimura‐Suda et al., 2003). The DNA 
adsorption essentially blocks (or passivates) the gold surface, decreasing its reactivity. The lower the 
methylation  level of  the original DNA,  the higher  the number of adenines present  in  the bisulfite 
treated  sample.  Consequently,  unmethylated DNA  results  in  a more  passivated  and  less  reactive 
surface than methylated DNA.  In the second step of the eMethylsorb method, the reactivity of the 
gold electrode surface is measured in an electrochemical reaction. Initially, Koo et al. (2014) developed 
the  eMethylsorb method  using  disposable  gold  screen  printed  electrodes  (consisting  of  a  4mm 
diameter gold working electrode, gold counter electrode, and silver reference electrode). These were 









(between  methylated  and  unmethylated  samples)  was  observed  when  50nM  of  synthetic 
oligonucleotides was adsorbed for 10 minutes (in quiescent solution) at pH 7.0. The method was used 





gold  disk  working  electrode  (Pt  counter  electrode  and  Ag/AgCl  reference  electrode)  to  detect 










PCR  product  (from  real  DNA  samples)  in  200μl  buffer  was  required  to  produce  a  considerable 
difference in relative current. Once again, the sensitivity of the method greatly improved on moving 
from synthetic to real DNA samples (Sina et al., 2014). This project set out to improve the repeatability 
and  sensitivity  of  the  eMethylsorb method  via  a  new  approach  to  the  adsorption  step  and  the 
electrochemical  technique.  The  new  procedure  was  optimised  using  30  base  synthetic 
oligonucleotides,  containing  six  CpG  sites,  designed  to  represent  bisulphite  modified  and 
93 
 
asymmetrically  amplified methylated  and  unmethylated  versions  of  a  region  downstream  of  the 
transcription site of the EN1 gene promoter (Thompson et al., 2016).  
It  was  also  imperative  to  test  if  %  methylation  could  be  determined  using  these  optimised 
electrochemical procedures in a heterogeneous sample. This was to reflect biopsy samples gained in 
a clinical setting, as tumours are often found to contain cells exhibiting diverse phenotypic features; 
including  methylation  status.  This  phenomenon,  termed  intra  tumour  heterogeneity,  has  been 







name.  It  is  an  ideal  candidate  for  studying,  as  it  is  positive  for  the  oestrogen  and  progesterone 













such as folate  levels, calorie  intake, and plant polyphenols. It  is possible that the early detection of 
methylation  changes  could be  an  effective means  of predicting  cancer  risk.  This  section  has  also 
revealed that  in recent years, electrochemical techniques are coming to the fore as an  inexpensive 
means of detecting changes  in DNA methylation within specific gene sites associated with disease. 










 To  expand  an  existing mathematical model  of  cholesterol metabolism  and  investigate  the 
effects of diet, genotype, and ageing on the lipoprotein profile. 
 
 To use  synthetic  ssDNA, designed  to  represent methylated  and unmethylated  variants of  a 
section of the EN1 gene, to optimise electrochemical detection procedures. 
 























as  cholesterol metabolism,  they  have  utilised  conventional wet  laboratory  techniques. However, 




potentially unethical  (Mc Auley et  al.,  2013).  Thus, utilisation of  the  systems biology  approach  is 
becoming an increasingly important tool in nutrition based research, as systems biology overcomes a 
number of the challenges outlined above, but more  importantly,  facilitates the  integration of data 
generated  from  a  diverse  range  of  sources  (Mc  Auley  et  al.,  2013),  leading  to  an  improved 
understanding of how cellular dynamics influence the behaviour of tissues and ultimately the health 
of whole  organ  systems  (Auffray  and Hood,  2012).  Thus,  the  systems  biology  approach  seeks  to 
understand complex biological systems by studying them in a more holistic manner, in contrast to the 
reductionist  approach  regularly  adopted  in  human  nutrition.  At  the  core  of  the  systems  biology 
approach is computational modelling. Computational modelling is an abstract process that is used to 
represent the dynamics of a biological system in a precise manner using mathematics. Computational 
models  are  now  used  to model  a  diverse  range  of  complex  nutrient  centred  pathways  including 
cholesterol  metabolism  (Figure  2.1).  Firstly,  computational  models  are  capable  of  providing 

















BioModels  Database,  a  repository  for  peer  reviewed  models  encased  in  the  leading  exchange 
framework. (3) If no model of the system of  interest exists: produce a network diagram. If a model 
does exist: download model and move to step 5, then step 8. (4) Establish mathematical framework. 
































2012).  The  SBGN  figures  from  Chapter  3  utilise  only  a  small  proportion  of  the  glyphs  available. 
Compartments were  represented  as  rectangles  with  rounded  edges,  similar  to macromolecules, 
although  with  a  broader  outline.  Simple  chemicals  were  represented  by  circles.  For  this  work, 
cholesterol is represented by an orange circle, while bile acids are represented by green circles. Pools 































to  experimental  findings.  Therefore,  cholesterol was  represented  as  several  discrete  pools  of  its 
various  forms.  As  cholesterol  was  not  treated  as  an  individual  molecule,  there  was  negligible 
stochasticity;  something  which  arises  when  the  rate  individual  species  bind,  react,  or  undergo 
transportation is unpredictable. As it is not relevant or practical to model the individual molecules of 
cholesterol  and  their  statistical  mechanical  fluctuations  through  the  mechanisms  outlined,  a 








  ݒ ൌ ݇  (1)
 
Only  two  reactions  within  the  updated  whole‐body  model  of  cholesterol  metabolism  were 
underpinned by constant  flux kinetics. These were  reactions number  two and  four, which are  the 
counter reactions for the ingestion of dietary free and esterified cholesterol, respectively. These were 












In this case the rate of the reaction  is dependent on  [A], and  is proportional to the  frequency the 
substrate molecules react. Therefore this can be expressed as equation 2 and equation 3:  
 
  ݒ ൌ ݇ሾܣሿ  (2)




Mass  action  kinetics  were  used  to  describe  37  reactions  in  the  updated model  of  whole‐body 
cholesterol metabolism. This  function was commonly used  to describe uptake  reactions as well as 
receptor  degradation  reactions,  to  simplify  often  highly  complex  receptor  recycling  systems.  The 
example reactions below show receptor independent hepatic uptake of LDL‐C, and the degradation of 













  ݒ ൌ ݇ሾܣሿሾܤሿ  (4)







A  reaction such as  this gives rise  to equation 6. This can also be displayed  in the  form outlined  in 
equation 7: 
  ݒ ൌ ݇ሾܣሿଶ  (6)




for  the observed  relationship between  the  concentration of  substrate and  rate of  catalysis, when 










the reaction,  ௠ܸ௔௫ (equation 9), which can be defined when the substrate  is  in excess, and enzyme 
saturation has been reached, thus all enzymes are bound  in enzyme‐substrate complexes (Johnson 
and Goody,  2011).  This  can  be  calculated  as  the  rate  constant  k2 multiplied  by  the  total  enzyme 
concentration, ሾܧሿ் (equation 10), which is defined as [E] plus [ES] (equation 11). The enzyme turnover 
number, kcat, which describes the number of reactions (turnovers) at each active site in a given time, 






ܭெ ൅ ሾܵሿ  (8) 
  ܭெ ൌ ݇ିଵ ൅ ݇ଶ݇ଵ   (9) 
 
௠ܸ௔௫ ൌ ݇ଶሾܧሿ்  (10) 
  ሾܧሿ் ൌ ሾܧሿ ൅ ሾܧܵሿ  (11) 
 





























and  reverse  reactions are calculated using equations 14, and 15  respectively, and ܭெௌ  and ܭெ௉  are 




















݇ିଶ ൅ ݇ାଶ ൅ ݇ିଵ  (15)
 
ܭெௌ ൌ ݇ିଵ݇ିଶ ൅ ݇ିଵ݇ାଷ ൅ ݇ାଶ݇ାଷ݇ାଵሺ݇ାଶ ൅ ݇ିଶ ൅ ݇ାଷሻ   (16)
 
ܭெ௉ ൌ ݇ାଷ݇ାଶ ൅ ݇ାଷ݇ିଵ ൅ ݇ିଶ݇ିଵ݇ିଷሺ݇ିଶ ൅ ݇ାଶ ൅ ݇ିଵሻ   (17)












To  account  for  reactions  where  two  substrates  form  one  product,  the  bi  reaction  was  utilised 
(equation 19), where [A] and [B] represent the concentration of substrates A and B, while ܭெ஺ and ܭெ஻  
represent the Michaelis‐Menten constants for these substrates. This is similar to the rate law used to 
generally  describe  substrate  sequential  reactions,  where  the  initial  ܭெ஺  is  replaced  with  the 
dissociation constant ܭ௜௔ (Moritz et al., 2000).  

































௙ܸ ൬ሾܣሿሾܤሿ െ ሾܲሿሾܳሿܭ௘௤ ൰
ሾܣሿሾܤሿ ൅ ܭெ஻	ሾܣሿ ൅ ܭெ஺ሾܤሿ ൬1 ൅ ሾܳሿܭ௜௤൰ ൅
ܸ݂
௥ܸܭ௘௤ ቆܭெ















  ݒ ൌ ݇1ሾܣሿሾܧሿ ൅ ݇2ሾܧܣሿ െ ݇3ሾܧᇱܲሿ ൅ ݇4ሾܧᇱܲሿ  (21) 




the  hepatic,  peripheral  and  intestinal  compartments  (Schomburg  et  al.,  2006).  In  each  case,  the 






selected. Deciding  upon  a  tool  can  be  difficult  as  there  are  over  280  SBML‐compatible  software 
packages available, with a range of capabilities,  including creating models, performing simulations, 
analysing models  by  sensitivity  analyses  or  flux  balance  analysis  for  example,  and  provision  of  a 












and  runs on Linux, Mac OS X and Windows operating systems  (Hoops et al., 2006). Following  this 














































































can  then  be  compared  to  results  generated  from  scans  of  other  parameters,  by  comparing  the 
percentage change  in a species concentration. This can be executed by selecting Model > Tasks > 
Sensitivities,  and  entering  “steady  state”  in  the  “subtask”  drop  down menu,  to  reflect  that  the 
sensitivities  gained  as  a  result  of  a  steady  state  calculation  are  required.  Next,  “non‐constant 
concentrations of species” should be selected from the “effect” drop down menu, to indicate that it 
is these values which the sensitivities are to be derived from. Following this, “local parameter values” 











































the X axis, as  the experimental  literature  suggests  this  is an  important parameter  for maintaining 
cholesterol  homeostasis,  and  the  reduction  in  hepatic  LDLr  numbers  and/or  activity  has  been 
associated with intrinsic ageing (Field and Gibbons, 2000). Furthermore, of the mechanisms associated 
with ageing, this parameter was most sensitive (Table A.4). As no a priori data was available on this 




































the  default  file  type.  It  can  then  be  uploaded  to  the  BioModels  Database 





model  is behaving unexpectedly,  further work may be  required  to more accurately  represent  the 
biological system,  including editing rate  laws or parameter values. Results may also provide  insight 
into unexpected areas which may warrant further exploration and a change in investigative direction, 
which may include expanding the model, investigating other related concepts or conducting further 



















control  (Koo  et  al.,  2014).  Following  amplification,  DNA  methylation  was  detecting  using  the 






Bisulphite modification of DNA  is often  required  to pre‐treat DNA  to produce measurable  results 
indicative of DNA methylation. Bisulphite treatment of DNA results in the conversion of unmethylated 
cytosines  to  uracil  while  methylated  cytosines  remain  unchanged  (Hayatsu  et  al.,  2008).  The 






















of  deoxynucleotide  triphosphates  (dNTPs)  to  the  template  strand,  and  the  DNA  sequence  is 
duplicated.  The  reaction mix  requires  four  key  components;  template DNA,  forward  and  reverse 
primers, DNA polymerase, and dNTPs (Winter, 2005). Asymmetric PCR differs from conventional PCR 

















working  electrode  is  where  the  redox  reaction  of  interest  occurs,  and  relevant  electrochemical 
parameters derived. Therefore, this  is where DNA samples or other test solutions are adsorbed, to 





















A)  outlines  the  attachment  of  the  three  electrodes  to  the  potentiostat: working  electrode  (red), 
















































௜೛ೝ೐೏ ൌ 1 (Honeychurch and Rechnitz, 1998). In an  irreversible system, 



































  ܧሺݐሻ ൌ ܧ௠sinሺ2ߨ݂ݐሻ (26)
  ݅ሺݐሻ ൌ ݅௠sinሺ2ߨ݂ݐ ൅ ∅ሻ (27)
 
Equation 26 and Figure 2.15 describe the oscillating sinusoidal potential, ܧሺݐሻ, where the potential at 
any given  time  is dependent on  the  frequency, ݂,  in Hertz  (s‐1) and ܧ௠,  the maximum amplitude 
(Gamry, 2018). Equation 27 outlines how this oscillating potential impacts on the current at any given 












  ܼሺ݆߱ሻ ൌ ܼ′ െ ݆ܼ′′ (28)
125 
 
  ܼሺ݆߱ሻ ൌ |ܼ|݁௝∅  (29)
  |ܼ| ൌ ඥሺܼ′ሻଶ ൅ ሺܼ′′ሻଶ  (30)
 
The data gained from EIS can be viewed as a Nyquist plot (Figure 2.16). Nyquist plots contain a semi‐





















To create  the  framework  to  run EIS,  firstly a new  setting was created. This was done by selecting 
Experiment > New >  Impedance Spectroscopy > Potentio Electrochemical  Impedance Spectroscopy 



























The opening of  the  Z‐fit dialogue box,  initiates  a default  secondary  line  (red)  to  appear over  the 
experimental data, representing the fitting of the selected equivalent circuit (Figure 2.21). In this case 
the  equivalent  circuit  selected  was  R1+Q2/(R2+W2).  This  is  because  it  reflected  the  standard 
electrochemical cell  laid out  in the Randals circuit, R1+C2/(R2+W2), but accounted for the fact that 
the  electrode‐electrolyte  interface  does  not  behave  like  a  perfect  capacitor.  In  this  instance,  R1 
represented  Rs,  which  symbolised  ohmic  resistance  of  the  cell,  which  is  dominated  by  solution 
resistance, while R2 referred to Rct, the charge transfer resistance, which is a function of the electrode 
kinetics of gold – Fe2+/3+, whereby  slower kinetics  result  in a higher Rct value. Q2  represented  the 
constant  phase  element,  and W2  characterised  the Warburg  element  for  semi‐infinite  diffusion 
(Figure 2.22A and B). There are >130 pre‐existing equivalent circuits, and it is possible to construct a 































To  create  the  framework  required  for  CV,  the  following  was  selected:  Experiment  >  New  > 
Voltamperometric Techniques > Cyclic Voltammetry (Figure 2.24). The default settings were modified 
to include a scan speed of 50 or 200mV/s, up to a vertex potential of 0.8V to ‐0.15V vs. Ag/AgCl with 
a  potential  step  of  1mV  (Figure  2.25).  Similar  to  the  EIS  experiment,  the  measurement  was 









To  reopen  the  saved  file  for analysis,  for either CV200 or CV50, Experiment >  Load Data  file was 













To  create  a  new  framework  for  DPV,  the  following were  selected:  Experiment  >  New  >  Pulsed 
Techniques > Differential Pulse Voltammetry (Figure 2.28). As demonstrated in Figure 2.29, the default 












































































that  are  fundamental  to  cholesterol metabolism.  These  key mechanisms  include  the  cholesterol 
biosynthesis pathway, bile acid circulation, and a variety of in vivo and intestinal microfloral enzymes. 














of  the  previous  SBGN  diagram  generated  by Mc  Auley  et  al.  (2012).  The  SBGN  diagrams  were 


























(Liscum,  2008).  The  latter  reactions  in  this  process  remain  poorly  characterised.  Therefore,  the 
reactions that were included are those that are central to the pathway and are well delineated. Due 







illustrated  in  Figure  3.3.  The  reactions  outlined  in  Figure  3.3  are  derived  from  various  sources 
(Björkhem et al., 2002; Russell, 2003; Thomas et al., 2008). In essence they are a summary of the initial 
and end processes that are well characterised. Some well characterised steps are excluded from the 
summary  to  reduce  the  process  diagram  size,  and  for  clarity.  For  example,  following  the  chain 






















intermediates  HMG  CoA,  mevalonate,  squalene  and 
lanosterol.  See  section  1  of  the  appendix  for 
abbreviations. Round arrow heads represent the target 
of  a  catalytic  enzyme,  represented  as  blue  rounded 
rectangles.  Arrows  represent  flux.  Hatched  process 
nodes  represent  omitted  processes.  Acetoacetyl  CoA 
thiolase catalyses the interconversion of acetyl CoA and 
acetoacetyl  CoA.  Acetyl  CoA  and  acetoacetyl  CoA 
undergo  a  condensation  reaction  to  form  HMG  CoA. 
HMG CoA  is  then converted by HMG CoA  reductase  to 
mevalonate.  Phosphorylation  of  mevalonate  forms 
mevalonate‐5P,  which  is  further  phosphorylated  to 
mevalonate‐5PP.  Decarboxylation  and  dehydration  of 
mevalonate‐5PP forms IPP, which converts to its isoform 
DMAPP.  DMAPP  reacts with  IPP  to  create  geranyl‐PP. 
Further  condensation  and  the  addition  of  another  IPP 
creates  farnesyl‐PP.  Condensation  of  2  farnesyl‐PP 
molecules  forms  squalene,  which  is  converted  to 
squalene epoxide before undergoing cyclisation to form 
lanosterol. A series of reactions, including the branching 
of  7‐dehydrodesmosterol  to  either  desmosterol  or  7‐
dehydrocholesterol,  both  of  which  can  then  be 
converted  to  the  end  product  cholesterol  via  the 








cholesterol  creates  7α‐  hydroxycholesterol. 
Subsequent  modification  of  the  sterol  ring 
forms  7α‐hydroxy‐5β‐cholesten‐3‐one  before 
the  classical  pathway  splits,  to  enable  the 
formation  of  either  cholic  acid  (CA)  or 
chenodeoxycholic  acid  (CDCA).  For  the 
formation  of  cholic  acid, modification  of  the 
sterol  ring by 12α‐hydroxylase  (CYP7B1) must 
occur before further alteration. The side chain 
of  5β‐cholesten‐7α,  12α‐  diol‐3‐one  is  then 
acted  upon  by  a  series  of  oxidation  steps 
leading to  its shortening. Further modification 
by  several  enzymes  then  takes place  to  form 
CA. The same steps, although in the absence of 
CYP8B1,  are undergone  in  the other  route of 
the  classical  pathway,  to  form  CDCA. 








bile  acids.  They  are  they  effluxed  from  the 
hepatocyte  primarily  by  BSEP  in  the  rate 
limiting step of bile acid circulation. See section 
1 of the the appendix for abbreviations. Round 
arrow  head  represent  the  target  of  catalytic 
enzyme,  represented  as  blue  rounded 





The  SBML  for  the  Mc  Auley  et  al.  model  was  downloaded  from  the  BioModels  database 














these  values  it  can  be  estimated  that  a UK male  ingests  266mg of  free  cholesterol  and  38mg of 
esterified cholesterol daily. Assuming that a person eats three equivalent meals each day, it can then 














esterified  cholesterol  is  converted  to  free  cholesterol  for  entry  into  the  jejunocytes.  Figure  3.4B 
illustrates  how  the  level  of  free  cholesterol  in  the  jejunocyte was  affected  by  the  entry  of  this 
converted free cholesterol. This is in addition to the 88. 6ሶmg of free cholesterol that is also ingested 
three  times a day, and biliary  cholesterol effluxed back  into  the  lumen  from  the  liver. Within  the 






calculated based on  the experimental data  in Table 3.2  (Figure 3.4C). Briefly, hepatic values were 
calculated by  taking  the estimated  concentrations of 67.1nmol/mg  and 18.5nmol/mg of  free  and 





Event  Event_1 DFC  Event_2 DFC  Event_1 DCE  Event_2 DCE 
Delay  None  None None None 
Trigger Expression  [counter2]>482 [counter2]>483 [counter4]>480 [counter4]>481
Target  DFC  counter2  DCE  counter4 







































HCE  18.5nmol/mg  649.08  18,012 










PCE  65.1mg/kg  ‐  4,218 











and 21mg/day was present  in  the hepatic,  intestinal and peripheral compartments and  thus each 

























Model Outputs  of A)  ingestion  of  esterified  cholesterol, B)  jejunocyte  pool of  free  cholesterol C) 
hepatic  and  peripheral  pools  of  free  and  esterified  cholesterol, D)  lipoprotein  profile  E)  excreted 



















HDL‐C  44      115 x 10 x 2.79 = 1,227 
           
149 
 













reactions, when  combined with  substrate  concentration  (Johnson  and Goody,  2011).  In  order  to 
parameterise  the kinetic  reactions summarised  in Table A.3,  firstly a comprehensive search of  the 
enzyme  functional  data  repository,  BRENDA  was  conducted  (http://www.brenda‐enzymes.org/) 
(Chang et al., 2015). Many of  the enzymes  identified within BRENDA had a wide  range of values. 
Suitable values were selected based on considering the biological source of the kinetic information. 








































































































a day. Whereas  an  increase  to 266mg of  free  cholesterol  and 38mg of esterified  cholesterol was 
















0.5  1  2  3 
         
FC  44.3  88.7  177.3  266.0 
CE  6.3  12.7  25.3  38.0 







which  clearly  shows a hyper‐response  to DC, was  to provide a  comparison between  this and  the 
models. To compare the model to the clinical data, the intake of cholesterol was raised to 1000mg per 










ܥ݈ܽܿݑ݈ܽݐ݁݀	ܮܦܮ‒ܥ ൌ 	 ሺ0.9	ݔ ܶ݋ݐ݈ܽ ܥ݄݋݈݁ݏݐ݁ݎ݋݈ሻ െ 0.9 ݔ ݐݎ݈݅݃ݕܿ݁ݎ݅݀݁ݏ5 െ 28  (31)
 
The Mc Auley et al. (2012) model was then run over 77 days with interval sizes of 7 days. This was to 
represent a weekly LDL‐C  level  for 11 weeks similarly  to  the Lin and Connor  (1980) study. For  the 
updated model, which was configured in minutes, rather than days, a time course simulation was the 
run over 110,880 minutes, with  interval sizes of 10,080 minutes. This  is because 10,080 minutes  is 






































































































period  (Figure 3.8).  In addition  to  the  compensatory effect of excreted  cholesterol,  intestinal and 
hepatic cholesterol also increased. It was found high DC resulted in the pool of cholesterol esters in 
the intestinal lumen (LCE) increasing to 5.97mg after 11 weeks. This contrasted with a value of 0.15mg 

















rate,  as  SFA  supresses  LDLr  activity  (Woollett et  al.,  1992).  2)  There  is  an  increase  in  the  rate of 
cholesterol synthesis (Jones et al., 1994). 3) Modulation of RCT occurs (Berard et al., 2004; Jansen et 
al.,  2000).  RCT  is  affected  in  two ways.  Firstly,  CETP  is  upregulated,  thus  transporting  esterified 
cholesterol from HDL‐C to LDL‐C and VLDL‐C at an increased rate (Jansen et al., 2000). Secondly, LCAT 
is inhibited which reduces the esterification of cholesterol in HDL‐C (Berard et al., 2004). This reduces 
the  concentration  gradient  for  the  transfer of  cholesterol  from  the peripheral  tissues  to HDL.  To 
























0.5 1 2 3 
     
36  LCAT activity  Khdl3 8 x 10‐4 4 x 10‐4 2 x 10‐4  1.33 x 10‐4
39  CETP mediated transfer to VLDL Kcetp2 5 x 10‐8 1 x 10‐7 2 x 10‐7  3 x 10‐7
40  CETP mediated transfer to LDL  Kcetp1 5 x 10‐8 1 x 10‐7 2 x 10‐7  3 x 10‐7
63  LDLr degradation  K1 5 x 10‐8 1 x 10‐7 2 x 10‐7  3 x 10‐7
78  Hepatic acetyl CoA synthesis  K1 0.5 1 2 3 
96  Peripheral acetyl CoA synthesis  K1 5 x 10‐6 1 x 10‐5 2 x 10‐5  3 x 10‐5

































































DFC.  Table A.4  gives  the  percentage  change  in  LDL‐C  for  a  1%  change  in  each of  the  266 model 
parameters and ranks them by sensitivity. Figure 3.10 presents the 20 most sensitive parameters of 









14th  most  sensitive;  13th  was  ௠ܸ௔௫   for  the  hepatic  conversion  of  esterified  cholesterol  to  free 
cholesterol. ܭଵ for the degradation of peripheral LDLr was 15th. The rate constants for the conversion 

















The amino acid substitution of 405  isoleucine to valine (I405V)  in the CETP gene results  in a  lower 
serum  CETP  concentration  and  subsequently  significantly  larger  LDL  and  HDL.  The  CETP  I405V 








(Hovingh  et  al.,  2015).  Therefore, with  the updated model,  there was  a  clear  emphasis on  these 
aspects of lipid metabolism. 
Due to apparent local sensitivity of both Kcetp1 and Kcetp2, these parameters were further investigated, 













subfractions. As  both  reactions  are  catalysed  by  the  same  enzyme,  the  administration  of  a  CETP 
inhibitor would in theory result in both processes being simultaneously affected. To predict the effect 
of CETP  inhibition  in  vivo,  simultaneous parameter  scans were  conducted. This  involved gradually 






















inferences  from  the  local SA should be  interpreted with caution. Therefore,  it was deemed  that  it 
would be appropriate to sample from the parameter space of a global SA. This attempts to mitigate 
this problem by examining model parameters  in broader  regions of parameter  space.  Figure 3.12 
presents  the  results  from  sampling  from  the parameter  space of a global SA, where 500  random 
samples (n=500) were taken over a range of a 2 fold increase and decrease in the default value for the 
rate  constant  ܭଵ  for  hepatic  LDLr  degradation  (reaction  60  in  Table  A.2),  with  A)  all  “known” 














difference  in  LDL‐C  variation  when  scanning  parameters  with  well  characterised  kinetics  versus 





























































































































       
45  Bile acid Deconjugation  Vmax  1 x 10‐5  5 x 10‐6  2.5 x 10‐6 
54  NPC1L1 degradation  K1  2 x 10‐7  1 x 10‐7  5 x 10‐8 
60  LDLr degradation  K1  5 x 10‐8  1 x 10‐7  2 x 10‐7 
132  CYP7AI activity  Vmax  1.11358 x 10‐3  5.5679 x 10‐4  2.78395 x 10‐4 



















































a decrease  in whole‐body  cholesterol biosynthesis  (Quintao et al., 1971). When  there  is effective 
feedback  control mechanisms  this  can  result  in  dietary  cholesterol  failing  to  illicit  a  response  in 
lipoprotein metabolism. For  instance, McNamara et al. (1987) demonstrated using 12 week studies 
that both low and high levels of dietary cholesterol did not induce significant increases in mean levels 
of  plasma  total,  LDL,  or HDL  cholesterol. Moreover,  there was  no  relationship  between  baseline 
plasma cholesterol levels and sensitivity to a dietary cholesterol challenge (McNamara et al., 1987). 
In  the model, LDL‐C did not  rise, however both hepatic  free cholesterol and  intestinal cholesterol 
increased significantly during high cholesterol feeding. In the seminal work by Quintao et al. (1971) it 
is  postulated  that  cholesterol  feeding  in  humans  is  primarily  controlled  by  one  compensatory 
mechanism – an increase in cholesterol excretion, but not bile acid excretion (data not shown); the 
model helps to substantiate this claim.  Intriguingly, the authors also suggest that when there  is an 
accumulation  of  cholesterol  in  the  body  pools,  the  effects  on  lipoprotein  levels  are  insignificant, 
regardless  of  the  quantity  of  cholesterol  absorbed.  This  appears  to  be  the  case  in  humans,  as 
regulatory  processes  inhibit  an  increase  in  lipoprotein  cholesterol when  body  pools  accumulate. 
Model organisms have also shown that body pools of cholesterol can increase significantly as a result 















cholesterol ester  levels (Spady and Cuthbert, 1992). More recently, Boone et al.  (2011)  found that 
LDLr  expression  in  Sprague‐Dawley  rats was  not  altered by dietary  cholesterol.  There was  also  a 









Large  inter‐individual  differences  in  cholesterol metabolism,  can  in  part  be  explained  by  genetic 
factors. For example, the I405V genotype is associated with longevity and reduced levels of CETP. This 
results  in  larger LDL‐C and HDL‐C particle size,  in addition to reduced  levels of LDL‐C and  increased 





with  the presence of  the  I405V genotype  (0.6% vs. 1.6%). Although  it  is  important  to note  that a 
reduction in CETP levels and subsequent increase in HDL‐C, either due to a genetic polymorphism or 







particularly  sensitive  to  changes  in  their values. This  is  supported by  the  findings of August et al. 
(2007), who demonstrated  that plasma  levels of  cholesterol  could vary widely,  in  their dynamical 
model of lipoprotein metabolism (August et al., 2007). Another key finding from our work was that 
the cholesterol biosynthesis pathway, which has been well characterised, was particularly robust to 
parameter variation.  Similarly, Pool et al.  (2018), who  created a kinetic model of  the mevalonate 
pathway  using ODEs,  found  that  the  feedback  loops  of  cholesterol  biosynthesis  tightly  regulated 
cellular  cholesterol  levels  (Pool et al., 2018). These  findings  from our  local SA were  supported by 
sampling  the parameter  space of  a  global  sensitive  analysis, which demonstrated  the  increase  in 
variation in LDL‐C when unknown parameters were scanned, when compared with known parameters. 





conjugated  and  unconjugated  bile  acid  levels  are  in  a  steady  state,  the  ௠ܸ௔௫  value  for  the 
deconjugation of bile acids was significantly lower than that reported in the experimental literature 
(reaction 45 Table A.2). For example, for the intestinal bacteria Clostridium perfringens, Bacteriodes 















In  combination  with  the  previous  model,  the  updated  model  presented  here  emphasises  the 
important role of intrinsic ageing in disrupting whole‐body cholesterol metabolism. Constructing this 
model has  revealed a number of  findings. Firstly,  simulations  indicated  that  the model  is a hypo‐




several  key  areas  of  cholesterol  metabolism,  including  RCT,  lipoprotein  dynamics  and  the 
enterohepatic circulation of bile acids. As these areas could provide potential therapeutic targets for 
lowering cholesterol, it is believed that a more in depth understanding of this process could lead to 
novel  interventions  in  the  future.  Finally,  this  work  has  demonstrated  the  important  role 

































have  been  utilised  for  the  analysis  of  DNA methylation,  including  bisulphite  sequencing  (Li  and 
Tollefsbol, 2011), and methylation  specific PCR  (Herman et al., 1996). However,  these  techniques 




Electrochemical analysis  relies on  the principle  that single stranded homo‐oligonucleotides adsorb 
onto gold with the following affinity A > C ≥ G > T (Kimura‐Suda et al., 2003). As methylated samples 








downstream  of  the  transcription  site  of  the  EN1  gene  promoter,  will  be  used  to  explore  the 
electrochemical detection of DNA methylation. In contrast to the static gold screen printed electrodes 
(Au‐SPE)  utilised  by  Koo  et  al.  (2014),  the  aim of  this  chapter will  be  to  use  a  gold  rotating  disk 
electrode (Au‐RDE) to determine if rotation enhances DNA adsorption. Additionally, DNA methylation 






Using  this  adapted  method,  adsorption  time,  rotation  speed,  and  DNA  concentration,  will  be 
optimised before  the  technique  is used  to detect % methylation  in a heterogeneous  sample.  It  is 
important to determine  if % methylation can be established from heterogeneous samples as often 









































Instruments,  HI‐190M).  The  redox  solution  was  created  by  combining  0.264g  potassium 
hexacyanoferrate  (II)  trihydrate  (AnalaR  NORMAPUR,  26816.298)  and  0.206g  potassium 
hexacyanoferrate (III) (AnalaR NORMPUR, 26810.232) with 250ml 1X PBS solution  (137mM sodium 















































































  ܴܵܦ ൌ ܵܦ̄ݔ X 100  (32)
 
4.2.7 Statistical analysis 












Rct. The  radius of the arc appeared to be greater  for unmethylated DNA samples  than methylated 
samples of equivalent concentration (Figure 4.4A and B), and were significantly reduced for 1X PBS 
samples  (Figure  4.4C  and D). Analysis of  these Nyquist plots using  Z‐fit  analysis  in  EC  lab V11.10 
revealed  that  Rct  generally  increased with  time  for  50nM methylated  and  unmethylated DNA,  in 
addition to 1X PBS (Table 4.2 and Figure 4.5). For example, at 0 minutes, Rct was 76.41 ±2.59Ω; after 1 
minute Rct increased to 263.17 ±12.79Ω and 323.3 ±10.67Ω for 50nM methylated and unmethylated 
DNA  respectively, while  after  30 minutes  an  Rct  of  1039.03  ±62.48Ω  and  1233.33  ±67.25Ω was 
observed  for 50nM methylated  and unmethylated DNA  respectively. A DNA  adsorption  time of 1 







Nyquist plots  for a 2mm Au‐RDE  in 2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X PBS after rotation 















ferricyanide/1X  PBS  after  rotation  assisted  adsorption  at  2000rpm  for  a  range  of  times  in  50nM 
methylated and unmethylated DNA, and 1X PBS. Mean ±SD (n=3, PBS n = 1). *Statistical difference 







Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%) Mean  SD  RSD (%)
       
0  76.41  2.59  3.39          
1       263.17  12.79  4.86 323.30  10.67  3.30  140.70 
2       335.97  24.06  7.16  395.10  17.29  4.38  178.90 
5       707.57  10.62  1.50  795.23  11.62  1.46  228.00 
10       844.97  18.15  2.15  937.53  10.25  1.09  343.90 
15       967.27  82.51  8.53  1019.87  57.02  5.59  391.40 
20       927.57  31.41  3.39 1014.27  65.37  6.45  466.00 
25       1062.33  37.00  3.48  1145.33  25.15  2.20  436.30 
30       1039.03*  62.48  6.01  1233.33*  67.25  5.45  443.60 





ferricyanide/1X  PBS  after  rotation  assisted  adsorption  at  2000rpm  for  a  range  of  times  in  50nM 






















∆ܧ௣  (mV)  for CVs conducted  for 2mm Au‐RDE  in 2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X PBS 
after rotation assisted adsorption at 2000rpm for a range of times in 50nM methylated DNA, 50nM 













Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%) Mean  SD  RSD (%) 
       
CV200 
0  87.9  0.5  0.57          
1       100.3  2.6  2.61 101.3  0.60  0.55  94.6 
2       110.7  1.7  1.51  110.8  1.60  1.48  94.9 
5       126.0*  2.3  1.83  135.2*  2.10  1.57  99.7 
10       143.8  2.8  1.97  143.6  2.00  1.38  104.9 
15       140.9*  1.7  1.18  155.8*  3.70  2.36  108.8 
20       145.8*  5.0  3.44 157.9*  0.80  0.49  112.5 
25       155.6*  2.9  1.86  168.4*  2.20  1.29  111.2 
30       148.8*  1.7  1.15  167.9*  1.70  1.04  111.6 
                    
CV50 
0  78.5  1.7  2.17             
1        85.0  1.7  1.95  89.0  1.1  1.25  82.3 
2        90.5  2.5  2.75  93.7  1.0  1.02  82.5 
5        104.1  4.3  4.14  109.8  1.4  1.31  81.1 
10        117.5  3.8  3.24  118.1  3.9  3.31  85.4 
15        115.6*  1.9  1.67 129.8*  0.5  0.39  89.3 
20        120.5*  0.6  0.48  133.3*  3.4  2.58  98.4 
25        126.7*  1.0  0.80  142.2*  2.1  1.47  96.3 
30        125.7*  2.1  1.65  141.4*  2.3  1.62  96.3 



































DPV  signals  for  2mm  Au‐RDE  in  2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X  PBS  after  rotation 



















Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%) Mean  SD  RSD (%) 
                
0  50.82  1.02  2.01          
1       35.66  0.42  1.17  35.67  0.44  1.23  49.55 
2       32.18  0.71  2.22  33.40  0.38  1.13  48.15 
5       28.65* 0.56  1.95 26.09*  0.34  1.30  45.94 
10       25.66  0.42  1.65 23.81  0.12  0.50  40.91 
15       22.67  1.01  4.45  21.65  0.29  1.33  38.99 
20       22.33* 0.29  1.28  20.18*  1.23  6.09  36.17 
25       19.87  0.51  2.56  18.98  0.34  1.78  36.01 
30       20.64* 0.61  2.95 17.72*  0.32  1.82  36.13 
































































Mean  SD  RSD (%) Mean  SD  RSD (%) 
     
0  326.83  4.87  1.49  231.87  14.95  6.45  140.60 
1000  817.67  24.93  3.05  846.87  43.67  5.16  345.00 
2000  684.00*  53.21  7.78 1005.43*  32.35  3.22  396.90 



































50mV/s,  as  shown  in  Table A.6. Again,  CV50  produced  lower ∆ܧ௣  values  than  CVs  conducted  at 
200mV/s  (Table 4.6). For  instance, at a rotation speed of 2000rpm, ∆ܧ௣ for 50nM methylated and 














mean  SD  RSD (%) mean  SD  RSD (%) 
     
CV200 
0  110.3  0.1  0.06  98.7  3.0  3.03  92.4 
1000  138.5  1.7  1.26 139.7  3.3  2.33  102.7 
2000  129.3*  5.4  4.17  147.4*  0.6  0.41  108.4 
4000  137.0  2.0  1.46  143.7  1.8  1.28  112.6 
               
CV50 
0  95.0  2.0  2.07 86.3  2.8  3.21  78.7 
1000  113.6  3.8  3.37  115.4  1.5  1.27  87.1 
2000  109.1*  1.5  1.39  121.1*  3.0  2.47  87.2 
4000  112.6  2.7  2.39  117.7  4.6  3.92  96.7 





































assisted  adsorption  at  varying  rotation  speeds  for  5  minutes  in  50nM  methylated  DNA,  50nM 







Mean  SD  RSD (%) Mean  SD  RSD (%) 
     
0  32.88  0.33  1.01  39.20  0.57  1.47  44.72 
1000  24.58  1.19  4.83 23.64  0.32  1.37  39.93 
2000  27.32*  0.75  2.73  23.50*  0.65  2.77  36.19 






































In  line with observational  changes  in  the arc  radii, Rct generally  increased as  the  concentration of 
oligonucleotide increased (Table 4.8). Furthermore, the greatest difference between methylated and 


















Nyquist plots  for a 2mm Au‐RDE  in 2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X PBS after rotation 
assisted adsorption at 2000rpm for 5 minutes in varying concentrations of A) methylated DNA, and B) 
unmethylated DNA. Plot C) compares adsorption of 200nM DNA and 1X PBS Nyquist plots from A) and 
B).  D)  Rct  (determined  from  Z‐fit  analysis  of  Nyquist  plots)  for  a  2mm  Au‐RDE  in  2.5mM 
ferrocyanide/2.5mM ferricyanide/1X PBS after rotation assisted adsorption at 2000rpm for 5 minutes 













ferricyanide/1X  PBS  after  rotation  assisted  adsorption  at  2000rpm  for  5  minutes  in  varying 
concentrations  of  methylated  and  unmethylated  DNA.  Mean  ±SD  (n=3).  *Statistical  difference 




    Rct (Ω)   
PBS  Methylated  Unmethylated 
Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%) 
       
0  346.27  31.34  9.05             
1      419.73  16.60 3.95 388.80  9.09  2.34
10        710.73†  15.10 2.12  722.00†  21.20  2.94 
25        813.97*†  31.11 3.82  926.17*†  15.51  1.68 
50        1078.33*†  35.02 3.25  1403.67*†  38.07  2.71 
100        1385.00*†  52.42 3.78  1696.67*†  35.00  2.06 
200      1387.00*†  60.23 4.34 1999.67*†  20.53  1.03
400        1309.67*†  16.65 1.27  1770.67*†  17.95  1.01 


















∆ܧ௣  (mV)  for  a  2mm  Au‐RDE  in  2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X  PBS  after  rotation 
assisted  adsorption  at  2000rpm  for  5  minutes  in  varying  concentrations  of  methylated  and 
unmethylated  DNA,  at  scan  speeds  of  200  and  50mV/s. Mean  ±SD  (n=3).  *Statistical  difference 






Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%) 
       
CV200   
0  105.8  2.0  1.91         
1     111.1  0.8  0.73 109.7  1.7  1.60
10     121.1†  2.6  2.12 126.4†  1.4  1.07
25       130.0*†  1.7  1.32  140.9*†  3.3  2.33 
50       146.3*†  2.4  1.67  162.8*†  5.6  3.44 
100       155.4*†  2.0  1.27  173.3*†  0.7  0.38 
200     161.2*†  2.0  1.21 192.6*†  1.1  0.55
400     155.7*†  0.3  0.18 183.3*†  1.3  0.70
                  
CV50   
0  86.7  1.1  1.29             
1      89.5  1.7  1.92 90.1  3.1  3.49
10      98.8†  0.5  0.53 105.3†  0.2  0.24
25        106.5†  1.7  1.62  110.2†  0.5  0.43 
50        118.4*†  1.1  0.90  128.8*†  5.1  3.99 
100        126.2*†  2.8  2.24  142.0*†  1.8  1.26 
200      132.4*†  1.7  1.27 149.7*†  4.0  2.67
400      124.0*†  0.3  0.22 145.2*†  2.1  1.43















∆ܧ௣  (mV)  for  a  2mm  Au‐RDE  in  2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X  PBS  after  rotation 
assisted  adsorption  at  2000rpm  for  5  minutes  in  varying  concentrations  of  methylated  and 
unmethylated DNA, at scan speeds of A) 200 and B) 50mV/s. Mean ±SD (n=3). *Statistical difference 




Increasing  the  concentration of both methylated  and unmethylated DNA  resulted  in  reduced  ݅௣௔ 
(Figure 4.16A and B). For instance, a ݅௣௔ of 43.09 ±1.37µA was observed at 0nM, while at 200nM a ݅௣௔ 















DPV  signals  for  a  2mm Au‐RDE  in  2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X  PBS  after  rotation 
assisted adsorption at 2000rpm for 5 minutes in varying concentrations of A) methylated DNA and B) 
unmethylated DNA. Plot C) compares adsorption of 200nM DNA and 1X PBS DPV signals (mean, n=3). 
D) ݅௣௔  (µA) obtained with a 2mm Au‐RDE  in 2.5mM ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X PBS after 
rotation assisted adsorption at 2000rpm for 5 minutes in varying concentrations of methylated and 











݅௣௔  (µA)  obtained with  a  2mm  Au‐RDE  in  2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X  PBS  after 
rotation assisted adsorption at 2000rpm for 5 minutes in varying concentrations of methylated and 







mean  SD  RSD (%)  mean  SD  RSD (%)  mean  SD  RSD (%) 
               
0  43.09  1.37  3.17         
1       39.93†  0.56  1.39  41.74  0.53  1.28 
10     31.93†  0.56  1.76 32.23†  0.39  1.21
25     28.32†  0.34  1.20 27.85†  0.78  2.81
50       26.23*†  0.35  1.35  20.94*†  0.63  3.01 
100       22.43*†  0.28  1.26  17.23*†  0.11  0.65 
200       19.92*†  0.17  0.84  16.17*†  0.83  5.13 
400     20.86*†  0.16  0.78 15.63*†  0.14  0.89















solutions  with  varying  proportions  of  200nM  DNA  were  tested.  Nyquist  plots  revealed  that  all 
solutions  containing  varying  percentages  of  methylated  and  unmethylated  DNA  produced 
substantially larger arc radii than those corresponding to 1X PBS. The arc radius decreased in size as 
% methylation  increased. By analysing  the Nyquist plots using Z‐fit analysis, a negative correlation 
between % methylation and Rct was observed and described by the equation ݕ ൌ െ2.964ݔ ൅ 1560.9 
(Figure 4.17A and B, and Table 4.11). Rct decreased  from 1560.67 ±25.15Ω  for  the 0% methylated 
solution to 1251.33 ±12.01Ω  for the 100% methylated solution. The  linear correlation represented 













PBS  454.17  37.08  8.16 
0  1560.67  25.15  1.61 
25  1473.67  6.66  0.45
50  1426.67  21.59  1.51 
75  1351.33  27.32  2.02 
100  1251.33  12.01  0.96 




Cyclic  voltammetry was  a  less  effective  tool  for distinguishing % methylation  in  a heterogeneous 
sample, although a trend for a decrease in ∆ܧ௣ as % methylation increased was observable for results 
from both CV200 and CV50 (Figure 4.18A and B, and Table 4.12). For example, CV200 data showed 
∆ܧ௣ decreased  from 178.5 ±1.2mV  for  the 0% methylated solution  to 159.9 ±1.7mV  for  the 100% 
methylated solution. ∆ܧ௣ values were  lower  for CV50 with ∆ܧ௣ decreasing  from 144.9 ±5.3mV  to 
131.7 ±1.4mV for 0% and 100% methylated samples respectively. From CV200, ∆ܧ௣ for only 0, 25 and 
50% solutions were statistically different against 100% methylation (p<0.05); all other results did not 
reach  statistical  significance  (Table  A.10).  CV50  was  even  less  effective  at  differentiating  % 

















PBS  115.3  8.0  6.93 
0  178.5  1.2  0.70 
25  177.8  6.6  3.70 
50  177.7  6.7  3.79
75  169.0  0.5  0.27
100  159.9  1.7  1.07 
 
CV50   
PBS  94.2  2.7  2.88
0  144.9  5.3  3.63
25  140.9  1.3  0.93 
50  145.8  6.2  4.23 
75  136.2  3.0  2.19 































PBS  43.72  2.82  6.44 
0  18.34  0.58  3.16 
25  18.38  0.11  0.61 
50  19.38  0.12  0.61
75  19.63  0.27  0.61
100  20.89  0.30  1.42 










at  detecting  percentage  of  methylation  in  heterogeneous  solutions,  while  CV  was  comparably 
ineffective  at  detecting  % methylation  in  heterogeneous  samples.  Furthermore,  DPV  was  most 
effective  at detecting  the presence of methylated DNA  (vs 0mM). The  ability of DPV  to be more 
effective at detecting  the presence of  low concentration of DNA  is not surprising, as DPV  is often 
described  as  a  technique  that  has  higher  sensitivity  to  very  low  concentrations  than  other 
conventional sweep techniques  (Radhakrishnan et al., 2014). Therefore,  it  is  important to consider 
these factors when deciding which electrochemical test to use in the detection of DNA methylation. 






Au‐RDE was  immediately  immersed  into  the  redox solution  following polishing, ∆ܧ௣ was 87.9 and 
78.5mV for CV200 and CV50 respectively. Immersion in PBS for 30 minutes elevated ∆ܧ௣ to 111.6 and 

































































































Chester) were cultured  in a 75ml  tissue culture  flask  (Fisher, 10364131)  in 15ml Eagle's Minimum 











DNA was extracted  from MCF‐7  cells using QIAGEN QIAamp® DNA Mini Kit  (50)  (QIAGEN, 51304) 
according to the manufacturer’s  instructions, with few alterations. To 200µl of MCF‐7 cells, 20µl of 
proteinase K, and 200µl buffer AL were added. The sample was then vortexed for 15 seconds, before 
undergoing  a  10 minute  incubation  at  56°C.  Following  this,  the  sample was  pulse  centrifuged  to 
remove drops  from  inside  the  lid,  and 200µl of 100% ethanol  (VWR, 20821.310) was  added. The 
209 
 















































Replicate  260nm  280nm  320nm 
1  3.901  2.221  0.204 
2  3.904  2.210  0.205 
3  3.907 2.214 0.207






















Mini  kit  (QIAGEN,  150033)  according  to  the manufacturer’s  instructions.  Briefly,  Buffer  DLB was 
prepared by adding 500µl nuclease free water and mixing thoroughly; 5µl Reconstituted Buffer DLB 
















MethylEasy  Xceed  kit  (Human  Genetic  Signatures,  ME002)  according  to  the  manufacturer’s 























































case,  for  the  first  round of PCR, 2µl of control primer 3A was utilised  in place of  the  forward and 
reverse primers used in the Koo et al. (2014) study, and the nuclease free water adjusted to 9.5µl. For 
second round PCR, 2µl primer 3B was used  in place of the Koo et al. (2014) primers and the water 









Cycle  Step  Function Temperature (°C) Time (minutes)
         
1  Step 1  Pre‐denaturation  95  3 
  Repeat 1 time       
2  Step 1  Denature 95 1 
  Step 2  Anneal  50  2 
  Step 3  Extend  72  2 
  Repeat 30 times       
3  Step 1  Final Extension 72 10 
  Repeat 1 time       



























             
Using Koo et al. (2014) Primers           
First Round   
Converted control sample 1  1  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Unconverted control sample 1  ‐  1  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Control sample 2  ‐  ‐  1  ‐  ‐  ‐ 
MCF‐7 DNA  ‐ ‐ ‐ ‐ 2  ‐
WGA DNA  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  2 
2x PCR master mix  12.5  12.5  12.5  12.5  12.5  12.5 
Forward Primer  3  3  3  3  3  3 
Reverse Primer  1 1 1 1 1  1
Water  7.5  7.5  7.5  1  6.5  6.5 
             
Second Round             
First round PCR product  2 2 2 2 2  2
2x PCR master mix  12.5  12.5  12.5  12.5  12.5  12.5 
Forward Primer  5  5  5  5  5  5 
Reverse Primer  1  1  1  1  1  1 
Water  4.5 4.5 4.5 4.5 4.5  4.5
   
             
Using Bisulphite Kit Primers           
First Round   
Converted control sample 1  1 ‐ ‐ ‐ ‐  ‐
Unconverted control sample 1  ‐  1  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Control sample 2  ‐  ‐  1  ‐  ‐  ‐ 
MCF‐7 DNA  ‐  ‐  ‐  ‐  2  ‐ 
WGA DNA  ‐ ‐ ‐ ‐ ‐  2
2x PCR master mix  12.5  12.5  12.5  12.5  12.5  12.5 
Control primer 3A  2  2  2  2  2  2 
Water  9.5  9.5  9.5  1  8.5  8.5 
   
Second Round             
First round PCR product  2  2  2  2  2  2 
2x PCR master mix  12.5  12.5  12.5  12.5  12.5  12.5 
Control primer 3B  2 2 2 2 2  2
Water  8.5  8.5  8.5  8.5  8.5  8.5 




















then  added  to  the molten  agarose before  gel  casting.  The  remaining  1X  TAE buffer was used  as 
chamber buffer, and 10µl of each PCR product containing Orange G, and EZ load precision molecular 
First Round PCR Reagent  Volume (µl) Second Round PCR Reagent  Volume (µl)
         
MCF‐7 or WGA DNA 8 First Round PCR product 80
2X Master Mix  50    2X Master Mix  500 
Forward Primer (10µM)  12    Forward Primer (10µM)  200 
Reverse Primer (1µM)  4    Reverse Primer (1µM)  40 
Nuclease free water  26    Nuclease free water  180 
Total  100  Total  1000 










































1/3  600  1200  33.3%  23,214  12.90 
1/18  100  1700  5.56%  3,869  2.15 
1/36  50  1750  2.78%  1,934.5  1.07 
1/180  10  1790 0.56% 386.9 0.215 








corresponding to DNA amplified  in the presence of  the Koo et al.  (2014) primers measured 4.7cm 
(Figures 5.1 and 5.2). Using the equation ݕ ൌ െ0.3143ݔ ൅ 3.6306, created by analysis of the ladder, 
and exchanging ݔ for these migration distances, the calculated DNA fragment lengths were 236.3 and 














































































Nyquist plots  for a 2mm Au‐RDE  in 2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X PBS after rotation 




assisted  adsorption  at  2000rpm  for  5 minutes  in  varying  dilutions of  amplicons  of  the  EN1  gene 
promoter from MCF‐7 and WGA DNA against 1X PBS. Mean ±SD (n=3). *Statistical difference between 













Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%) 
                   
0  296.27  10.30  3.48   
1/180        724.63†  9.58  1.32  698.03†  22.67  3.25 
1/36        1901.33†  83.07 4.37  1931.67†  75.08  3.89 
1/18        765.17*†  15.01 1.96  2073.67*†  28.54  1.38 
1/3        1444.67*† 23.18 1.60 1871.33*†  77.36  4.13





































    ∆ܧ௣ (mV)  
PBS  MCF‐7 DNA  WGA DNA 
Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%)  Mean  SD  RSD (%) 
                   
CV200                   
0  108.5  2.5  2.32             
1/180      124.3 3.4 2.71 123.6 0.3  0.28
1/36      200.3*†  8.9  4.46  227.6*†  12.6  5.55 
1/18      152.7*†  2.8  1.80  243.7*†  8.4  3.46 
1/3      213.7*†  5.1  2.40  264.9*†  5.7  2.15 
           
CV50                   
0  91.4  1.9  2.05           
1/180        96.5  1.1  1.10  92.8  1.8  1.92 
1/36      155.3*† 5.9 3.78 177.9*† 8.5  4.75
1/18      133.4*†  2.3  1.70  199.1*†  4.3  2.16 
1/3      190.5*†  4.6  2.39  234.6*†  11.5  4.92 






DPV  signals  for  a  2mm Au‐RDE  in  2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X  PBS  after  rotation 




















݅௣௔ obtained with 2mm Au‐RDE  in 2.5mM  ferrocyanide/2.5mM  ferricyanide/1X PBS after  rotation 
assisted  adsorption  at  2000rpm  for  5 minutes  in  varying  dilutions  of  amplicons  of  the  EN1  gene 
promoter from MCF‐7 and WGA DNA against 1X PBS. Mean ±SD (n=3). *Statistical difference between 







mean  SD  RSD (%)  mean  SD  RSD (%)  mean  SD  RSD (%) 
               
0  43.61  0.25  0.58        
1/180       39.61†  1.05  2.65 40.73†  1.08  2.65
1/36       18.47*† 2.17  11.77  14.66*†  1.11  7.55 
1/18       21.94*† 0.53  2.42  13.90*†  0.18  1.32 
1/3       11.16†  0.53  4.74  10.44†  0.81  7.78 









assisted  adsorption  at  2000rpm  for  5 minutes  in  varying  % methylation  solutions  (mean,  n=3). 
Methylated and unmethylated DNA derived from amplicons of the EN1 gene promoter from MCF‐7 
and WGA  DNA  respectively.  Secondary  PCR  product  of  amplicons  total  1/18  in  solution.  B)  Rct 
(determined from Z‐fit analysis of Nyquist plots) for a 2mm Au‐RDE  in 2.5mM ferrocyanide/2.5mM 
ferricyanide/1X  PBS  after  rotation  assisted  adsorption  at  2000rpm  for  5  minutes  in  varying  % 
methylation solutions. Mean ±SD (n=3). 
 
To  determine  if  the  experimental  procedure  was  effective  at  detecting  DNA  methylation  in 
heterogeneous  solutions  of MCF‐7  or WGA  DNA,  combinations  of  DNA  were  tested,  at  a  total 
concentration of 1/18 secondary PCR product in 1.8ml 1X PBS. The Nyquist plot revealed  increased 
arc radii as DNA methylation decreased (Figure 5.6A). These arc radii were significantly more spread 
than  the  results  gained  using  the  synthetic  oligonucleotides.  Furthermore,  as with  the  synthetic 
oligonucleotides, a negative correlation was observed between % methylation and Rct, and similarly 
to  the  results  of  the  macroscopic  inspection,  the  effect  of  percentage  methylation  was  more 
pronounced (Table 5.10). This relationship was described by the equation ݕ ൌ െ13.984ݔ ൅ 2116.7, 
and the linear correlation represented the data well, with R2=0.9328 (Figure 5.6B). Importantly, the 














PBS  296.27  10.30  3.48 
0  2073.67  28.54  1.38 
25  1962.00  31.43  1.60 
50  1203.67  1.53  0.13 
75  1083.00  7.55  0.70
100  765.17  15.01  1.96 


















































PBS  108.5  2.5  2.32 
0  243.7  8.4  3.46 
25  234.0  1.5  0.62 
50  183.7  4.2  2.30 
75  175.3  5.2  2.99
100  152.7  2.8  1.80 
CV50   
PBS  91.4  1.9  2.05
0  199.1  4.3  2.16
25  180.8  4.1  2.26 
50  159.9  6.6  4.11 
75  153.7  1.5  0.95 














A)  DPV  signals  and  B)  ݅௣௔  (µA)  obtained  with  a  2mm  Au‐RDE  in  2.5mM  ferrocyanide/2.5mM 





































There are several  technologies which  require  larger concentrations of DNA which could  limit  their 





PBS  43.61  0.25  0.58
0  13.90  0.18  1.32 
25  13.87  0.15  1.10 
50  14.74  0.57  3.85 
75  16.21  0.45  2.75
100  21.94  0.53  2.42
       
230 
 
Table 5.13 Minimal quantities of DNA and  reagents  required  for asymmetric PCR  for  successful 
electrochemical detection of methylation status. 
Reagent  Volume (µl)    Reagent  Volume (µl) 
         
Round 1      Round 2   
MCF‐7 or WGA DNA  1    First Round PCR product  8 
2X Master Mix  6.25 2X Master Mix 50 
Forward Primer (10µM)  1.5    Forward Primer (10µM)  20 
Reverse Primer (1µM)  0.5    Reverse Primer (1µM)  4 
Nuclease free water  3.25    Nuclease free water  18 
Total  12.5    Total  100 
     
 
Using DPV, Koo et al.  (2014)  found  the methylation detection  level  in heterogeneous  solutions of 
methylated MCF‐7 DNA and unmethylated WGA DNA, was 10%, however  it  is unclear  if statistical 
testing was  used  in  this  determination. Additionally,  Koo  et  al.  (2014)  state  an  RSD  of  5.8% was 
calculated  for these 10% heterogeneous samples,  indicating good  reproducibility. Within  the work 

















or  concentration.  Further optimisation of  this procedure  is  required before  the  technique  can be 




This research has  indicated that DNA methylation can be detected  in heterogeneous samples.  It  is 
important this is the case as cancerous masses often exhibit intratumour heterogeneity (Litovkin et 
al., 2015). However,  there may be an additional benefit  from  this  finding. This technology may be 
useful  in  the detection and monitoring of  tumours  through a non‐invasive blood  test,  rather  than 









al., 2014). Therefore,  this  technology  could be used  to  indicate disease  severity and prognosis,  in 
addition to determining the presence of the disease.  
Importantly,  Jahr et al.  (2001)  report circulating DNA  in cancer patients was on average 219ng/ml 
(range 10‐1200ng/ml) while most control individuals exhibited <2ng/ml (Jahr et al., 2001). Therefore, 


































often  observed,  this  simple  and  inexpensive  electrochemical  technique  could  also  be  useful  in 
diagnosis of cancer through a non‐invasive liquid biopsy i.e. from ctDNA in blood. This work has also 
potentially provided a foundation for the application of this test for the detection of other age related 

















































observed  in numerous  cancers,  including breast  cancer  (Bell et  al., 2011; Carrascosa et  al., 2014; 
Devaney et al., 2011; Mayor et al., 2009). 
This work has outlined how mathematical modelling  can be a useful  tool  for  studying cholesterol 
metabolism and how diet and genetics play a role in modulating lipoprotein levels and disease risk. 
This work has also highlighted how electrochemical techniques can be utilised to rapidly detect DNA 





In  recent  years mathematical modelling has  come  to  the  fore  as  a useful  tool  for understanding 
biological  systems,  by  aiding  hypothesis  formation,  elucidating mechanisms,  and  identifying  drug 
targets. Due to the complexities of studying ageing experimentally, modelling has been widely applied 
to  the  study  of  numerous  biological  systems.  Ageing  has  a  significant  impact  on  cholesterol 
metabolism, which  in  turn perturbs  the  lipoprotein profile,  thus  influencing  cardiovascular health 
(Morgan et al., 2016a). Mathematically modelling this system enables the complex interactions to be 
analysed. The model outlined in Chapter 3 contained eight compartments, 144 species, 144 reactions, 










feeding, which  is biologically relevant as LDL‐C  is unaffected by dietary cholesterol  in 62.5% of the 
population (Herron et al., 2003). However, by manipulating seven parameters simultaneously, it was 
shown  that  the model was  sensitive  to SFA  feeding. This  is  clinically  significant as  feeding  studies 
indicate SFA has more of an impact on cholesterol levels than dietary cholesterol (He and Fernandez, 






study;  this  limitation  is discussed  in  section 6.2.2.1. The model  showed  that ageing  resulted  in an 
increase in LDL‐C. However, the presence of a genotype conferring low CETP activity (Barzilai et al., 
2003),  led  to a  slower  increase  in  LDL‐C with age. Additionally,  it was  shown  that  the  cholesterol 

























of  hepatic  cholesterol  during  cholesterol  feeding.  Furthermore,  the model  was  unresponsive  to 
changes  to  HMG  CoA  reductase  inhibition  (data  not  shown),  when  the  effect  of  statins  was 
investigated. While again, this  is possible, as experimental work has  indicated that 10.8% of people 
are  unresponsive  to  this  drug  (Ridker  et  al.,  2016),  it  is  likely  the  robustness  of  the  cholesterol 








while  other  pathways were  fully  elucidated.  For  instance,  the  lanosterol  pathway  of  cholesterol 

















and degradation  fall short of  the mathematics  that underpin  the complex  interactions of  receptor 
recycling. However, it is important to note that these processes were simplified to remove the need 
to  include  transcriptional  factors  and  gene  expression,  thus  reducing  the  issues  associated with 












of  the mechanisms  as discussed above,  therefore  in many  instances,  single perturbations did not 
impact LDL‐C. However, due to the extensive work completed in this area of ageing research, there 








suggested by Harman  (Harman, 1956; Harman, 1972). Produced mainly  in  the mitochondria,  free 





oxidative stress and  IL‐6, and  reduce markers  for organ dysfunction  (Lowes et al., 2013). A  recent 












There  is  significant  evidence  suggesting  ROS  impacts  cholesterol metabolism.  Data  gained  from 
murine models  indicates that  increased ROS  induces the dephosphorylation and activation of HMG 
CoA reductase  (Pallottini et al., 2007).  Importantly, HMG CoA reductase regulates the rate  limiting 
step of cholesterol biosynthesis. Thus the age associated increase in ROS has been associated with the 














ACAT2 results  in reduced VLDL‐C secretion, which  in turn  leads to a reduction  in LDL‐C. The excess 
cholesterol accumulates  in the  liver resulting  in a condition akin to non‐alcoholic fatty  liver disease 
(Mc  Auley  and  Mooney,  2017).  However,  in  contrast  to  the  findings  in  Watanabe  heritable 
hyperlipidaemic rabbits, macrosomic and control Wistar rats, had ACAT levels which were observed 
to increase with age. In this study LCAT also increased with age whilst HMG CoA reductase decreased 







For  instance, both cholesterol and TAG are  incorporated  into  the chylomicron  (Jamil et al., 1995), 
before  entry  into  the  blood  stream.  Here,  LPL  located  on  the  capillary  endothelium,  causes  the 






et al., 2000), and  inhibits LCAT (Berard et al., 2004). These findings may account for the  increase  in 
CVD mortality with elevated TAG, as  reported by  Liu et al.  (2013). Through a meta‐analysis of 61 
prospective studies, Liu et al. (2013) concluded that for each 1mmol/L plasma TAG, there was a 13% 
increase in CVD mortality. Additionally, all‐cause mortality rose 12% for each 1mmol/L increase in TAG 











acids  was  also  investigated  (Shorten  and  Upreti,  2005).  Additionally  the  comprehensive model, 
SteatoNet, encompasses glucose metabolism,  β‐oxidation,  lipoprotein metabolism and amino acid 
metabolism, in order to investigate liver associated pathologies (Naik et al., 2014). Any of examples 





linked  with  an  atherogenic  lipid  profile  (Cutillas‐Marco  et  al.,  2013).  Conversely,  vitamin  D 
supplementation has been  shown  to  raise HDL‐C, which may have  a positive  impact on CVD  risk 
(Tavakoli et al., 2016). However, evidence also suggests vitamin D supplementation could have either 
no effect on the  lipoprotein profile  (Andersen et al., 2009), or have a negative  impact, through an 
increase in TC, LDL‐C and VLDL‐C (Schwetz et al., 2018). In a country such as the UK, where vitamin D 




















an  excellent method  for  detecting  a  range  of  biological  species,  and  there  have  been  numerous 
examples in recent years, such as bacteria (Altintas et al., 2018), glucose (Douglas and Teaney, 1988), 








outlined  in Chapters 4 and 5 overcomes  these  issues and gives a  comprehensive overview of  the 
strengths  and weaknesses  of  each  technique,  providing  new  insights  into  how  a  sensor  for DNA 
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could  be  detected  at  concentrations  as  low  as  10fM,  where  cancer  patients  typically  exhibit 
concentrations greater than 200fM (Cai et al., 2018). Additionally, based on a comprehensive search 

































































colorectal  tumours  (Frigola et al., 2006), and 65% of prostate  tumours  (Devaney et al., 2011).  It  is 




















been observed. These  could easily be  selected  for,  through  the use of  alternative primers during 
asymmetric PCR. For  instance, the ABCA1 gene promoter could be  investigated to determine CAD. 
Guay  et  al.  (2014)  showed  that  in males  >61  years  of  age,  there  was  a  4.7%  increase  in  DNA 
methylation  in  those with  CAD  compared with  those without  CAD.  Additionally,  treatment with 
acetylsalicylic acid resulted in a 3.6% reduction (p<0.05) in mean ABCA1 methylation compared with 
participants not under this treatment (Guay et al., 2014). Therefore, it is possible that monitoring DNA 











It  also  examined  heterogeneous  combinations  of  these  two  samples  to  detect  %  methylation. 
However, it was not investigated if % methylation could be determined in a homogenous sample; i.e. 
could  this  method  determine  the  number  of  methylated  CpG  sites.  Furthermore,  it  was  not 
investigated  if the positioning of methylated CpG sites could be differentiated using this sensor. A 
sensible next step in this work would be to use synthetic oligonucleotides to test this. This is because 
differential  CpG  site methylation  has  been  associated with  different  health  factors.  For  instance, 








patients  with  AD  compared  with  the  control  group.  Conversely,  no  significant  difference  in 
methylation  levels  between  groups was  observed  for  CpG1  or  CpG2  (Ji  et  al.,  2017).  In  another 























conducted  using  a  blood  sample,  rather  than  a  tissue  sample  obtained  through  biopsy.  This  less 
invasive test could have the potential to save time, money and resources. The rationale behind this is 
that  recent evidence  suggests  that  tumour DNA  is  released  into circulation.  It has  therefore been 
suggested  that ctNDA  from a blood sample could be used as a biomarker  for cancer  (Warton and 
Samimi, 2015). Bettegowda et  al.  (2014)  investigated  if  ctDNA  could be detected  in 640 patients 
diagnosed with various cancers. Using digital PCR based technologies, it was determined that ctDNA 








serum samples  from patients with  lung cancer, while 77% of  lung biopsies exhibited aberrant DNA 






Au‐RDE as utilised  in  this work,  the use of  such  sensors has been beneficial  for monitoring other 






£12,519  for a patient with stage 4 colon cancer  (Birtwistle and Earnshaw, 2014).  In a collaborative 














To  summarise,  this work  outlines  the  use  of  novel  investigatory  techniques  for  two  age  related 
diseases; namely CVD and cancer. In the first instance, cholesterol metabolism, a key regulator of CVD, 




model  represented  by  assumed  kinetics.  Secondly,  electrochemical  techniques  were  used  to 
determine  DNA  methylation  within  the  EN1  gene  promoter  as  a  sensor  for  cancer.  These 
electrochemical  techniques were  able  to  detect  DNA methylation  in  synthetic  DNA  designed  to 
represent a bisulphite modified and asymmetrically amplified section of the EN1 gene promoter, and 




that  the  techniques  could  determine  %  DNA  methylation  from  heterogeneous  solutions  of 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































  Reaction  Reaction Compartments Enzyme/Receptor EC Number Rate Law
   
  Intestinal Cholesterol Absorption 
1  Ingestion FC  DFC ‐> LFC INTAKE ‐> LUMEN ‐ Mass action
2  Counter for FC ingestion  counter1 ‐> counter2 ‐ Constant Flux
3  Ingestion CE  DCE ‐> LCE INTAKE ‐> LUMEN ‐ Mass action
4  Counter for CE ingestion  counter3 ‐> counter4 ‐ Constant Flux
5  CEH conversion of dietary esters   LCE ‐> LFC LUMEN CEH 3.1.1.13 Michaelis Menten
6  Jejunocyte Absorption of FC  LFC ‐> JFC LUMEN ‐> JEJUNOCYTE  NPC1L1 ‐ Kabs[LFC][LCBA][LUBA][NPC1L1] 
7  Esterification of Jejunocyte FC  JFC ‐> JCE JEJUNOCYTE ACAT2 2.3.1.26 Michaelis Menten
8  CE uptake into Chylomicron  JCE ‐> JCH JEJUNOCYTE MTP ‐ Mass Action
9  FC uptake into Chylomicron  JFC ‐> JCH JEJUNOCYTE MTP ‐ Mass Action
10  Chylomicron FC uptake by Liver (LRP)  HCH ‐> HFC HEPATOCYTE LRP ‐ Kch4[HCH][LRP]
11  Chylomicron transport to liver  JCH ‐> HCH JEJUNOCYTE ‐> 
HEPATOCYTE 
‐ Mass action
12  Chylomicron CE uptake by Liver (LRP)  HCH ‐> HCE HEPATOCYTE LRP ‐ Kch1[HCH][LRP]
13  Chylomicron FC uptake by Liver (HLRLR)  HCH ‐> HFC HEPATOCYTE HLDLR ‐ Kch3[HCH][HLDLR]
14  Chylomicron CE uptake by Liver (HLDLR)  HCH ‐> HCE HEPATOCYTE HLDLR ‐ Kch1[HCH][HLDLR]
15  Biliary Cholesterol Release  HFC ‐> LFC HEPATOCYTE ‐> LUMEN  ABC G5/G8 ‐ BCRmax/(1+(BCRt/HFC)BS)
16  Conversion of hepatic FC to CE  HFC ‐> HCE HEPATOCYTE ACAT2 2.3.1.26 Michaelis Menten
17  Conversion of hepatic CE to FC  HCE ‐> HFC HEPATOCTE CEH 3.1.1.13 Michaelis Menten
   
  Lipoproteins, Reverse Cholesterol Transport and Excretion of Cholesterol
18  VLDLC formation  HCE ‐> VLDLC HEPATOCYE ‐> BLOOD  ‐ Mass action
19  Excreted Cholesterol  LFC ‐> EFC LUMEN ‐> EXCRETED  ‐ Kefc[LFC][LCBA][LUBA]
20  VLDLC Reuptake  VLDLC ‐> HCE BLOOD ‐> HEPATOCYTE  HLDLR ‐ Kvldl[VLDLC][HLDLR]
21  IDLC formation  VLDLC ‐> IDLC BLOOD LPL 3.1.1.34 Kidlf[VLDLC][LPL]
22  IDLC Reuptake  IDLC ‐> HCE BLOOD ‐> HEPATOCYTE  HLDLR ‐ Kidlu[IDLC][HLDLR]
23  LDLC formation  IDLC ‐> LDLC BLOOD HL 3.1.1.79 Kldl[IDLC][HSL]
24  Receptor dependent hepatic LDLC uptake  LDLC ‐> HCE BLOOD ‐> HEPATOCYTE  HDLR ‐ Khldlu[HLDLR][LDLC]
25  Receptor independent hepatic LDLC uptake  LDLC ‐> HCE BLOOD HEPATOCYTE  ‐ Mass action




LDLC ‐> PCE BLOOD ‐> PERIPHERAL  ‐ Mass action
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  Reaction  Reaction Compartments Enzyme/Receptor EC Number Rate Law
   
28  Peripheral CE conversion to FC  PCE ‐> PFC PERIPHERAL TISSUE  CEH 3.1.1.13 Michaelis Menten
29  Peripheral FC conversion to CE  PFC ‐> PCE PERIPHERAL TISSUE  ACAT1 2.3.1.26 Michaelis Menten
30  Hepatic APOAI synthesis  HAPOAIS ‐> APOAI HEPATOCYTE ‐> BLOOD  Mass action
31  Intestinal APOAI synthesis  IAPOAIS ‐> APOAI ILEOCYTES ‐> BLOOD  Mass action
32  ndHDL formation  APOA1 + PL ‐> ndHDL BLOOD Mass action
33  ABCA1 release of PFC  PFC + ndHDL ‐> ndHDLC PERIPHERAL ‐> BLOOD  ABCA1 ‐ Ka1e[PFC][ndHDL][ABCA1]
34  SRB1 release of PFC  PFC + ndHDL ‐> ndHDLC PERIPHERAL ‐> BLOOD  SRB1 ‐ Kpsrb1[PFC][ndHDL][PSRB1]
35  Receptor independent release of PFC  PFC + ndHDL ‐> ndHDLC PERIPHERAL ‐> BLOOD  Mass action
36  HDL3 Formation  ndHDLC ‐> HDL3 BLOOD LCAT 2.3.1.43 Khdl3[PFC][LCAT][ndHDLC]
37  HDL3 to HDL2   HDL3 ‐> HDL2 BLOOD PLTP Michaelis Menten
38  HDL2 to HDL3  HDL2 ‐> HDL3 BLOOD HL 3.1.1.3 Michaelis Menten
39  CETP mediated transfer to VLDL    HDL2 ‐> VLDLC BLOOD CETP ‐ Kcetp2[HDL2][CETP]
40  CETP mediated transfer to LDL  HDL2 ‐> LDLC BLOOD CETP ‐ Kcetp1[HDL2][CETP]
41  Reverse cholesterol Transport  HDL2 ‐> HCE BLOOD ‐> HEPATOCYTE  SRB1 ‐ Krct[HDL2][HSRB1]
42  Peripheral steroid production  PFC ‐> PSS PERIPHERAL TISSUE  Mass action
43  Phospholipid source  PLS ‐> PL Mass action
   
  Intestinal and Hepatic Movement of Bile Acids 
44  Bile Acid Release  HCBA ‐> LCBA HEPATOCYTE ‐> LUMEN  BSEP ‐ Michaelis Menten
45  Deconjugation of CBA  LCBA ‐> LUBA LUMEN BSH 3.5.1.24 Michaelis Menten
46  Excretion of UBA  LUBA ‐> EUBA LUMEN ‐> EXCRETED  ‐ Mass action
47  Receptor dependent UBA uptake  LUBA ‐> IUBA LUMEN ‐> ILEOCYTE  ABST ‐ Michaelis Menten
48  Receptor independent UBA uptake  LUBA ‐> IUBA LUMEN ‐> ILEOCYTE  Mass action
49  CBA uptake  LCBA ‐> ICBA LUMEN ‐> ILEOCYTE  ABST ‐ Michaelis Menten
50  Efflux of UBA out of ileocyte  IUBA ‐> BUBA ILEOCYTE ‐> BLOOD  OSTα/β ‐ Michaelis Menten
51  Efflux of CBA out of ileocyte  ICBA ‐> BCBA ILEOCYTE ‐> BLOOD  OSTα/β ‐ Michaelis Menten
52  Hepatic uptake of UBA  BUBA ‐> HUBA BLOOD ‐> HEPATOCYTE  NTCP ‐ Michaelis Menten
53  Hepatic uptake of CBA  BCBA ‐> HCBA BLOOD ‐> HEPATOCYTE  NTCP ‐ Michaelis Menten
   
  Receptor Synthesis and Degradation 
54  NPC1L1 degradation  NPC1L1 ‐> NPC1L1D JEJUNOCYTE ‐ Mass action
55  ASBT degradation  ASBT ‐> ASBTD ILEOCYTE ‐ Mass action
56  OSTαβ degradation  OST ‐> OSTD ILEOCYTE ‐ Mass action
57  LRP synthesis  LRPS ‐> LRP HEPATOCYTE ‐ (Klrps[LRPS])/[HFC]
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  Reaction  Reaction Compartments Enzyme/Receptor EC Number Rate Law
   
58  LRP degradation  LRP ‐> LRPD HEPATOCYTE ‐ Mass action
59  HLDLR synthesis  HLDLRS ‐> HLDLR HEPATOCYTE ‐ (Khdlrs[HLDLRS])/[HFC]
60  HLDLR degradation  HLDLR ‐> HLDLRD HEPATOCYTE ‐ Mass action
61  HSRB1 synthesis  HSRB1S ‐> HSRB1 HEPATOCYTE ‐ (Khsrb1s[HSRB1S])/[HCE]
62  HSRB1 degradation  HSRB1 ‐> HSRB1D HEPATOCYTE ‐ Mass action
63  ABCG5G8 degradation  ABCG5G8 ‐> ABCG5G8D HEPATOCYTE ‐ Mass action
64  NTCP degradation  NTCP ‐> NTCPD HEPATOCYTE ‐ Mass action
65  BSEP synthesis  BSEPS ‐> BSEP HEPATOCYTE ‐ (Kbseps[BSEPS])/[HCBA]
66  BSEP degradation  BSEP ‐> BSEPD HEPATOCYTE ‐ Mass action
67  ABCA1 degradation  ABCA1 ‐> ABCA1D PERIPHERAL TISSUE  ‐ Mass action
68  PSRB1 synthesis  PSRB1S ‐> PSRB1 PERIPHERAL TISSUE  ‐ (Kpsrb1s[PSRB1S])/[PFC]
69  PSRB1 degradation  PSRB1 ‐> PSRB1D PERIPHERAL TISSUE  ‐ Mass action
70  PLDLR synthesis  PLDLRS ‐> PLDLR PERIPHERAL TISSUE  ‐ (Kpldlrs[PLDLRS])/[PFC]
71  PLDLR degradation  PLDLR ‐> PLDLRD PERIPHERAL TISSUE  ‐ Mass action
72  OSTαβ synthesis  OSTS ‐> OST ILEOCYTE ‐ (Kosts[OSTS])/(ICBA]+[IUBA]) 
73  ABCG5G8 synthesis  ABCG5G8S ‐> ABCG55G8 HEPATOCYTE ‐ (Kg5g8s[ABCG5G8S])/[HFC]
74  ABCA1 synthesis  ABCA1S ‐> ABCA1 PERIPHERAL TISSUE  ‐ (Ka1s[ABCA1S])/[PFC]
75  NTCP synthesis  NTCPS ‐> NTCP HEPATOCYTE ‐ (Kntcps[NTCPS])/([HUBA]+[HCBA]) 
76  ASBT synthesis  ASBTS ‐> ASBT ILEOCYTE ‐ (Kasbts[ASBTS])/(ICBA+IUBA)
77  NPC1L1 synthesis  NPC1L1S ‐> NPC1L1 JEJUNOCYTE ‐ (Knpc1l1s[NPC1L1S])/[JFC]
   
  Cholesterol synthesis – Hepatic 
78  Acetyl CoA synthesis  HACoAS ‐> HACoA HEPATOCYTE Mass action
79  Interconversion of Acetyl CoA and 
Acetoacetyl CoA 
2 * HACoA = HAACoA + HCoASH HEPATOCYTE AACT 2.3.1.9 Ping Pong Bi Bi
80  HMG CoA formation  HACoA + HAACoA ‐> HHMGCoA HEPATOCYTE HMGCoAS 2.3.3.10 Bi
81  Mevalonate formation  HHMGCoA ‐> HMV HEPATOCYTE HMGCoAR 1.1.1.34 Michaelis Menten
82  Mevalonate5P formation  HMV ‐> HMV5P HEPATOCYTE MVK 2.7.1.36 Michaelis Menten
83  IPP formation  HMV5PP ‐> HIPP HEPATOCYTE MVD 4.1.1.33 Michaelis Menten
84  Mevalonate5PP formation  HMV5P = HMV5PP HEPATOCYTE PMVK 2.7.4.2 Reversible Michaelis Menten 
85  DMAPP interconversion  HIPP = HDMAPP HEPATOCYTE IDI 5.3.3.2 Reversible Michaelis Menten 
86  GeranylPP formation  HDMAPP + HIPP ‐> HGPP HEPATOCYTE FDPS 2.5.1.10 Bi
87  FarnesylPP formation  HGPP + HIPP ‐> HFPP HEPATOCYTE FDPS 2.5.1.10 Bi
88  Squalene formation  HFPP ‐> HSQ HEPATOCYTE SS 2.5.1.21 Michaelis Menten
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  Reaction  Reaction Compartments Enzyme/Receptor EC Number Rate Law
   
89  Squalene epoxide formation  HSQ ‐> HSQE HEPATOCYTE SE 1.14.13.132 Michaelis Menten
90  Lanosterol formation  HSQE ‐> HLAN HEPATOCYTE OSC 5.4.99.7 Michaelis Menten
91  7 Dehydrodesmosterol formation  HLAN ‐> H7DHDES HEPATOCYTE ‐ Mass action
92  7DHC formation  H7DHDES ‐> H7DHC HEPATOCYTE DHCR24 1.3.1.72 Michaelis Menten
93  Desmosterol formation  H7DHDES ‐> HDES HEPATOCYTE DHCR7 1.3.1.21 Michaelis Menten
94  FC formation from 7DHC  H7DHC ‐> HFC HEPATOCYTE DHCR7 1.3.1.21 Michaelis Menten
95  FC formation from desmosterol  HDES ‐> HFC HEPATOCYTE DHCR24 1.3.1.72 Michaelis Menten
   
  Cholesterol synthesis – Peripheral Tissue 
96  Acetyl CoA synthesis  PACoAS ‐> PACoA PERIPHERAL TISSUE  Mass action
97  Interconversion of Acetyl CoA and 
Acetoacetyl CoA 
2 * PACoA = PAACoA + PCoASH PERIPHERAL TISSUE  AACT 2.3.1.9 Ping Pong Bi Bi
98  HMG CoA formation  PACoA + PAACoA ‐> PHMGCoA PERIPHERAL TISSUE  HMGCoAS 2.3.3.10 Bi
99  Mevalonate formation  PHMGCoA ‐> PMV PERIPHERAL TISSUE  HMGCoAR 1.1.1.34 Michaelis Menten
100  Mevalonate5P formation  PMV ‐> PMV5P PERIPHERAL TISSUE  MVK 2.7.1.36 Michaelis Menten
101  Mevalonate5PP formation  PMV5P = PMV5PP PERIPHERAL TISSUE  PMVK 2.7.4.2 Reversible Michaelis Menten 
102  IPP formation  PMV5PP ‐> PIPP PERIPHERAL TISSUE  MVD 4.1.1.33 Michaelis Menten
103  DMAPP interconversion  PIPP = PDMAPP PERIPHERAL TISSUE  IDI 5.3.3.2 Reversible Michaelis Menten 
104  GeranylPP formation  PDMAPP + PIPP ‐> PGPP PERIPHERAL TISSUE  FDPS 2.5.1.10 Bi
105  FarnesylPP formation  PGPP + PIPP ‐> PFPP PERIPHERAL TISSUE  FDPS 2.5.1.10 Bi
106  Squalene formation  PFPP ‐> PSQ PERIPHERAL TISSUE  SS 2.5.1.21 Michaelis Menten
107  Squalene epoxide formation  PSQ ‐> PSQE PERIPHERAL TISSUE  SE 1.14.13.132 Michaelis Menten
108  Lanosterol formation  PSQE ‐> PLAN PERIPHERAL TISSUE  OSC 5.4.99.7 Michaelis Menten
109  7 Dehydrodesmosterol formation  PLAN ‐> P7DHDES PERIPHERAL TISSUE  ‐ Mass action
110  7DHC formation  P7DHDES ‐> P7DHC PERIPHERAL TISSUE  DHCR24 1.3.1.72 Michaelis Menten
111  Desmosterol formation  P7DHDES ‐> PDES PERIPHERAL TISSUE  DHCR7 1.3.1.21 Michaelis Menten
112  FC formation from 7DHC  P7DHC ‐> PFC PERIPHERAL TISSUE  DHCR7 1.3.1.21 Michaelis Menten
113  FC formation from desmosterol  PDES ‐> PFC PERIPHERAL TISSUE  DHCR24 1.3.1.72 Michaelis Menten
   
  Cholesterol Synthesis – intestinal (stated as jejunocytes)
114  Acetyl CoA synthesis  JACoAS ‐> JACoA JEJUNOCYTE ‐ Mass action
115  Interconversion of Acetyl CoA and 
Acetoacetyl CoA 
2 * JACoA = JAACoA + JCoASH JEJUNOCYTE AACT 2.3.1.9 Ping Pong Bi Bi
116  HMG CoA formation  JACoA + JAACoA ‐> JHMGCoA JEJUNOCYTE HMGCoAS 2.3.3.10 Bi
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  Reaction  Reaction Compartments Enzyme/Receptor EC Number Rate Law
   
117  Mevalonate formation  JHMGCoA ‐> JMV JEJUNOCYTE HMGCoAR 1.1.1.34 Michaelis Menten
118  Mevalonate5P formation  JMV ‐> JMV5P JEJUNOCYTE MVK 2.7.1.36 Michaelis Menten
119  Mevalonate5PP formation  JMV5P = JMV5PP JEJUNOCYTE PMVK 2.7.4.2 Reversible Michaelis Menten 
120  IPP formation  JMV5PP ‐> JIPP JEJUNOCYTE MVD 4.1.1.33 Michaelis Menten
121  DMAPP interconversion  JIPP = JDMAPP JEJUNOCYTE IDI 5.3.3.2 Reversible Michaelis Menten 
122  GeranylPP formation  JDMAPP + JIPP ‐> JGPP JEJUNOCYTE FDPS 2.5.1.10 Bi
123  FarnesylPP formation  JGPP + JIPP ‐> JFPP JEJUNOCYTE FDPS 2.5.1.10 Bi
124  Squalene formation  JFPP ‐> JSQ JEJUNOCYTE SS 2.5.1.21 Michaelis Menten
125  Squalene epoxide formation  JSQ ‐> JSQE JEJUNOCYTE SE 1.14.13.132 Michaelis Menten
126  Lanosterol formation  JSQE ‐> JLAN JEJUNOCYTE OSC 5.4.99.7 Michaelis Menten
127  7 Dehydrodesmosterol formation  JLAN ‐> J7DHDES JEJUNOCYTE ‐ Mass action
128  7DHC formation  J7DHDES ‐> J7DHC JEJUNOCYTE DHCR24 1.3.1.72 Michaelis Menten
129  Desmosterol formation  J7DHDES ‐> JDES JEJUNOCYTE DHCR7 1.3.1.21 Michaelis Menten
130  FC formation from 7DHC  J7DHC ‐> JFC JEJUNOCYTE DHCR7 1.3.1.21 Michaelis Menten
131  FC formation from desmosterol  JDES ‐> JFC JEJUNOCYTE DHCR24 1.3.1.72 Michaelis Menten
   
  Bile Acid Synthesis 
132  BASC C1 formation CYP7AI  HFC ‐> C1 HEPATOCYTE CYP7A1 1.14.13.17 Michaelis Menten
133  BASC C2 formation HSD3B7  C1 ‐>C2 HEPATOCYTE HSD3B7 1.1.1.181 Michaelis Menten
134  BASC C3 formation AKR1D1  C2 ‐> C3 HEPATOCYTE AKR1D1 1.3.1.3 Michaelis Menten
135  BASC C4 formation CYP27A1  C3 ‐> C4 HEPATOCYTE CYP27A1 1.14.13.15 Michaelis Menten
136  BASC C5 formation CYP8B1  C2 ‐> C5 HEPATOCYTE CYP8B1 1.14.13.95 Michaelis Menten
137  BASC C6 formation AKR1D1  C5 ‐> C6 HEPATOCYTE AKR1D1 1.3.1.3 Michaelis Menten
138  BASC C7 formation CYP27A1  C6 ‐> C7 HEPATOCYTE CYP27A1 1.14.13.15 Michaelis Menten
139  BASA C8 formation CYP27A1  HFC ‐> C8 HEPATOCYTE CYP27A1 1.14.13.15 Michaelis Menten
140  BASA C9 formation CYP7B1  C8 ‐> C9 HEPATOCYTE CYP7B1 1.14.13.100 Michaelis Menten
141  BASA C10 formation HSD3b7  C9 ‐> C10 HEPATOCYTE HSD3B7 1.1.1.181 Michaelis Menten
142  BASC HUBA formation C4  C4 ‐> HUBA HEPATOCYTE ‐ Mass action
143  BASC HUBA formation C7  C7 ‐> HUBA HEPATOCYTE ‐ Mass action
144  BAS UBA‐CoA formation  HUBA ‐> HUBACoA HEPATOCYTE BACS 6.2.1.7 Michaelis Menten
145  BAS CBA formation  HUBACoA ‐> HCBA HEPATOCYTE BAT 2.3.1.65 Michaelis Menten






Reaction  Parameter Value*  Reference 
 
Assumed       
ABCA1 release of peripheral free cholesterol  Ka1e  0.1  Assumed 
ABCA1 synthesis  Ka1s  1  Assumed 
ABCG5/G8 synthesis  Kg5g8s 10 Assumed 
ASBT synthesis  Kasbts  1  Assumed 
BSEP synthesis  Kbseps  1  Assumed 
Biliary cholesterol maximum release rate  BCRmax  1.7  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
Biliary cholesterol release threshold  BCTt 1 Adapted (Mc Auley et al., 2012)
Biliary cholesterol feedback equation 








HLDLR  Kch1  0.0001  Assumed 
Chylomicron cholesterol esters uptake by liver 
LRP  Kch2  0.0001  Assumed 
Chylomicron free cholesterol uptake by liver 
HLDLR  Kch3  5  Assumed 
Chylomicron free cholesterol uptake by liver 
LRP  Kch4  5  Assumed 
Excreted free cholesterol  Kefc  0.9  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
HDL3 formation  Khdl3  0.0004  Adapted from (Mc Auley et al., 2012) 
HLDLR synthesis  Khldlrs  100  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
Hepatic SRB1 synthesis  Khsrb1s  0.001  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
ILDLC formation  Kidlf  0.04  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
ILDLC reuptake by liver  Kidlu 0.0045 Adapted (Mc Auley et al., 2012)
Jejunocyte absorption of free cholesterol  Kabs  10  Assumed 
LDLC formation  Kldl  1.01 x 10‐5  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
LRP synthesis  Klrps  100  Assumed 
NPC1L1 synthesis  Knpc1l1s 1 Assumed 
NTCP synthesis  Kntcps  1  Assumed 
OSTα/β synthesis  Kosts  1  Assumed 
Peripheral LDLR synthesis  Kpldlrs  1  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
Peripheral SRB1 synthesis  Kpsrb1s 100 Assumed 
Receptor dependent hepatic LDLC uptake  Khldlu  2.9 x 10‐7  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
Receptor dependent peripheral LDLC uptake  Kpldlu  7 x 10‐8  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
Reverse cholesterol transport  Krct  1 x 10‐12  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
SRB1 release of peripheral free cholesterol Kpsrb1 0.1 Assumed 
VLDL reuptake  Kvldl  0.0026  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
       
Mass Action       
Ingestion of DFC  K1 1 Adapted (Mc Auley et al., 2012)
Ingestion of DCE  K1 1 Adapted (Mc Auley et al., 2012)
CE uptake into chylomicron  K1  4 x 10‐5  Assumed 
FC uptake into chylomicron  K1  0.0012  Assumed 
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Chylomicron transport to liver  K1  0.001  Assumed 
VLDLC formation  K1  0.4  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
Receptor independent hepatic LDLC uptake  K1  5 x 10‐9  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
Receptor independent peripheral LDLC uptake K1 5 x 10‐8 Adapted (Mc Auley et al., 2012)
Hepatic APOAI synthesis  K1  1 x1014  Assumed 
Intestinal APOAI synthesis  K1  1 x 1010  Assumed 
ndHDL formation  K1  5 x 10‐15  Assumed 
Receptor independent release of PFC  K1 1 Assumed 
Peripheral steroid production  K1  9 x 10‐7  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
Phospholipid source  K1  0.1  Assumed 
Excretion of UBA  K1  2 x 10‐5  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
Receptor independent UBA uptake  K1 1 x 10‐20 Assumed 
NPC1L1 degradation  K1  1 x 10‐7  Assumed 
ASBT degradation  K1  1 x 10‐7  Assumed 
OSTα/β degradation  K1  1 x 10‐7  Assumed 
LRP degradation  K1 1 x 10‐7 Assumed 
HLDLR degradation  K1  1 x 10‐7  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
HSRB1 degradation  K1  1 x 10‐8  Adapted (Mc Auley et al., 2012) 
ABCG5/G8 degradation  K1  1 x 10‐6  Assumed 
NTCP degradation  K1 1 x 10‐7 Assumed 
BSEP degradation  K1 1 x 10‐7 Assumed 
ABCA1 degradation  K1  1 x 10‐6  Assumed 
PSRB1 degradation  K1  1 x 10‐7  Assumed 
PLDLR degradation  K1 1 x 10‐6 Adapted (Mc Auley et al., 2012)
Hepatic Acetyl CoA synthesis  K1 1 Assumed 
Hepatic 7 dehydrodesmosterol formation  K1  1000  Assumed 
Peripheral Acetyl CoA synthesis  K1  1 x 10‐5  Assumed 
Peripheral 7 dehydrodesmosterol formation  K1  1  Assumed 
Intestinal Acetyl CoA synthesis  K1 1 Assumed 
Intestinal 7 dehydrodesmosterol formation  K1  0.1  Assumed 
BASC HUBA formation from C4  K1  1.9 x 10‐6  Assumed 
BASC HUBA formation from C7  K1  1 x 10‐7  Assumed 
 
Bi       
Hepatic HMG CoA formation  Kma  59.0986  (Andrew Skaff and Miziorko, 2010) 
  Kmb  4.25805  (Andrew Skaff and Miziorko, 2010) 
  Vmax  0.542412  (Andrew Skaff and Miziorko, 2010) 
Hepatic Geranyl‐PP formation  Kma 7.80105 (Kawasaki et al., 2003)
  Kmb  13.0674  (Kawasaki et al., 2003) 
  Vmax  4700.32  (Kawasaki et al., 2003) 
Hepatic Farnesyl‐PP formation  Kma  0.13511  (Ding et al., 1991) 
  Kmb 0.00470032 (Ding et al., 1991) 
  Vmax 0.339347 (Ding et al., 1991) 
       
       
307 
 
Reaction  Parameter Value Reference 
       
Peripheral HMG CoA formation  Kma  59.0986  (Andrew Skaff and Miziorko, 2010) 
  Kmb  4.25805  (Andrew Skaff and Miziorko, 2010) 
  Vmax  0.542412  (Andrew Skaff and Miziorko, 2010) 
Peripheral Geranyl‐PP formation  Kma  7.80105  (Kawasaki et al., 2003) 
  Kmb  13.0674  (Kawasaki et al., 2003) 
  Vmax 4700.32 (Kawasaki et al., 2003)
Peripheral Farnesyl‐PP formation  Kma  0.13511  (Ding et al., 1991) 
  Kmb  0.00470032  (Ding et al., 1991) 
  Vmax  0.339347  (Ding et al., 1991) 
Intestinal HMG CoA formation  Kma  59.0986  (Andrew Skaff and Miziorko, 2010) 
  Kmb  4.25805  (Andrew Skaff and Miziorko, 2010) 
  Vmax  0.542412  (Andrew Skaff and Miziorko, 2010) 
Intestinal Geranyl‐PP formation  Kma  7.80105  (Kawasaki et al., 2003) 
  Kmb  13.0674  (Kawasaki et al., 2003) 
  Vmax 4700.32 (Kawasaki et al., 2003)
Intestinal Farnesyl‐PP formation  Kma 0.13511 (Ding et al., 1991) 
  Kmb  0.00470032  (Ding et al., 1991) 
  Vmax  0.339347  (Ding et al., 1991) 
 
Michaelis Menten 
CEH conversion of dietary esters   Km  9.21694  (Sbarra et al., 2005) 
  Vmax  0.214196  (Sbarra et al., 2005) 
Esterification of Jejunocyte FC  Km  3.68273  (Ikenoya et al., 2007) 
  Vmax 0.00154664 (Ikenoya et al., 2007)
Conversion of hepatic FC to CE  Km  3.86273  (Ikenoya et al., 2007) 
  Vmax  0.0154664  Adapted (Ikenoya et al., 2007) 
Conversion of hepatic CE to FC  Km  9.21694  (Sbarra et al., 2005) 
  Vmax 0.00214196 Adapted (Sbarra et al., 2005)
Peripheral CE conversion to FC  Km  9.21694  (Sbarra et al., 2005) 
  Vmax  0.214196  (Sbarra et al., 2005) 
Peripheral FC conversion to CE  Km  1.78637  (Ikenoya et al., 2007) 
  Vmax 0.00842919 (Ikenoya et al., 2007)
HDL3 to HDL2  Km  0.504  Assumed 
  Vmax  0.504  Assumed 
HDL2 to HDL3  Km  0.5  Assumed 
  Vmax 0.5 Assumed 
Bile acid release  Km  1.0 x10‐5  Adapted (Mita et al., 2006) 
  Vmax  0.0001  Adapted (Mita et al., 2006) 
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Receptor dependent UBA uptake  Km 1 x 10‐6 Assumed 
  Vmax  1 x 10‐15  Assumed 
CBA uptake  Km  6.80724 x 10‐6  (Lionarons et al., 2012) 
  Vmax  2.63007 x 10‐15  (Lionarons et al., 2012) 
Efflux of UBA out of ileocyte  Km 0.0001 Assumed 
  Vmax  0.0001  Assumed 
Efflux of CBA out of ileocyte  Km  0.0001  Assumed 
  Vmax  0.0001  Assumed 
Hepatic uptake of UBA  Km 9.47882 (Ho et al., 2004) 
  Vmax 2.18994 x 10‐5 (Ho et al., 2004) 
Hepatic uptake of CBA  Km  0.010314  (Mita et al., 2006) 
  Vmax  0.000196997  (Mita et al., 2006) 
Hepatic Mevalonate formation  Km 22.0622 (Polo et al., 1999) 
  Vmax 0.000284894 Adapted (Polo et al., 1999)
Hepatic Mevalonate5P formation  Km  3.5316  (Potter and Miziorko, 1997) 
  Vmax  5.44455  (Potter and Miziorko, 1997) 
Hepatic IPP formation  Km  0.00890467  (Voynova et al., 2008) 
  Vmax 1.87953 (Voynova et al., 2008)
Hepatic Squalene formation  Km  0.879359  (Soltis et al., 1995) 
  Vmax  1.83518  (Soltis et al., 1995) 
Hepatic Squalene epoxide formation  Km  5.46244  (Favre and Ryder, 1996) 
  Vmax 4.8587 x 10‐6 (Favre and Ryder, 1996)
Hepatic Lanosterol formation  Km  32.004  (Hoshino et al., 2012) 
  Vmax  0.140818  (Hoshino et al., 2012) 
Hepatic 7 DHC formation  Km  62.6963  (Bae and Paik, 1997) 
  Vmax 0.000553882 (Bae and Paik, 1997)
Hepatic Desmosterol formation  Km  11.5389  (Moebius et al., 1998) 
  Vmax  0.000326936  Adapted (Moebius et al., 1998) 
Hepatic FC formation from 7 DHC  Km  11.5389  (Moebius et al., 1998) 
  Vmax 0.000326936 (Moebius et al., 1998)
Hepatic FC formation from desmosterol  Km  62.6963  (Bae and Paik, 1997) 
  Vmax  0.000553882  (Bae and Paik, 1997) 
Peripheral Mevalonate formation  Km  22.0622  (Polo et al., 1999) 
  Vmax 0.000569788 (Polo et al., 1999) 
Peripheral Mevalonate5P formation  Km 3.5316 (Potter and Miziorko, 1997)
  Vmax  5.44455  (Potter and Miziorko, 1997) 
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Peripheral IPP formation  Km 0.00890467 (Voynova et al., 2008)
  Vmax  1.87953  (Voynova et al., 2008) 
Peripheral Squalene formation  Km  0.879359  (Soltis et al., 1995) 
  Vmax  1.83518  (Soltis et al., 1995) 
Peripheral Squalene epoxide formation  Km 5.46244 (Favre and Ryder, 1996)
  Vmax  4.8587 x 10‐6  (Favre and Ryder, 1996) 
Peripheral Lanosterol formation  Km  32.004  (Hoshino et al., 2012) 
  Vmax  0.140818  (Hoshino et al., 2012) 
Peripheral 7 DHC formation  Km 62.6963 (Bae and Paik, 1997)
  Vmax  0.000553882  (Bae and Paik, 1997) 
Peripheral Desmosterol formation  Km  11.5389  (Moebius et al., 1998) 
  Vmax  0.000326939  (Moebius et al., 1998) 
Peripheral FC formation from 7 DHC  Km 11.5389 (Moebius et al., 1998)
  Vmax  0.000326936  (Moebius et al., 1998) 
Peripheral FC formation from desmosterol  Km  62.6963  (Bae and Paik, 1997) 
  Vmax  0.000553882  (Bae and Paik, 1997) 
Intestinal Mevalonate formation  Km 22.0622 (Polo et al., 1999) 
  Vmax  0.000569788  (Polo et al., 1999) 
Intestinal Mevalonate5P formation  Km  3.5316  (Potter and Miziorko, 1997) 
  Vmax  5.44455  (Potter and Miziorko, 1997) 
Intestinal IPP formation  Km 0.00890467 (Voynova et al., 2008)
  Vmax 1.87953 (Voynova et al., 2008)
Intestinal Squalene formation  Km  0.879359  (Soltis et al., 1995) 
  Vmax  1.83518  (Soltis et al., 1995) 
Intestinal Squalene epoxide formation  Km 5.46244 (Favre and Ryder, 1996)
  Vmax 4.8587 x 10‐6 (Favre and Ryder, 1996)
Intestinal Lanosterol formation  Km  32.004  (Hoshino et al., 2012) 
  Vmax  0.140818  (Hoshino et al., 2012) 
Intestinal 7 DHC formation  Km  62.6963  (Bae and Paik, 1997) 
  Vmax 0.000553882 (Bae and Paik, 1997)
Intestinal Desmosterol formation  Km  11.5389  (Moebius et al., 1998) 
  Vmax  62.6963  (Moebius et al., 1998) 
Intestinal FC formation from 7 DHC  Km  11.5389  (Moebius et al., 1998) 
  Vmax 0.000326936 (Moebius et al., 1998)
Intestinal FC formation from desmosterol  Km  62.6963  (Bae and Paik, 1997) 
  Vmax  0.000553882  (Bae and Paik, 1997) 
BASC C1 formation CYP7AI  Km  5.7999  (Ozasa and Boyd, 1981) 
  Vmax 0.00055679 (Ozasa and Boyd, 1981)
BASC C2 formation HSD3B7  Km  5  Assumed 
  Vmax  0.0005  Assumed 
BASC C3 formation AKR1D1  Km  4.9595  (Okuda and Okuda, 1984) 
  Vmax 0.0004 Assumed 
BASC C4 formation CYP27A1  Km  4.0265  (Atsuta and Okuda, 1982) 
  Vmax  0.0004  Adapted from (Atsuta and Okuda, 1982) 
BASC C5 formation CYP8B1  Km 14.715 (Murakami et al., 1982)
  Vmax 0.763305 (Murakami et al., 1982)
BASC C6 formation AKR1D1  Km  5.08289  (Okuda and Okuda, 1984) 
  Vmax  0.5x10‐5  Assumed 
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Reaction  Parameter Value Reference 
       
BASC C7 formation CYP27A1  Km 1.87488 (Atsuta and Okuda, 1982)
  Vmax  2.24986x10‐5  (Atsuta and Okuda, 1982) 
BASA C8 formation CYP27A1  Km  154.664  (Li et al., 2006) 
  Vmax  0.000502658  (Li et al., 2006) 
BASA C9 formation CYP7B1  Km 5 Assumed 
  Vmax  0.0005  Assumed 
BASA C10 formation HSD3b7  Km  5  Assumed 
  Vmax  0.0005  Assumed 
BAS UBA‐CoA formation  Km 4.0857 (Polokoff and Bell, 1977)
  Vmax  0.000902  (Polokoff and Bell, 1977) 
BAS CBA formation  Km  3.70589  (Kimura et al., 1983) 
  Vmax  0.0009  Assumed 
 
Reversible Michaelis Menten       
Hepatic Mevalonate5PP formation  Kms  7.75676  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
  Kmp  12.6329  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
  Vf  10.5857  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
  Vr  3.48176  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
Hepatic DMAPP formation  Kms  68.1177  (Diaz et al., 2012) 
  Kmp  68.1177  (Diaz et al., 2012) 
  Vf 0.147654 (Diaz et al., 2012) 
  Vr 0.147654 (Diaz et al., 2012) 
Peripheral Mevalonate5PP formation  Kms  7.75676  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
  Kmp  12.6329  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
  Vf  10.5857  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
  Vr  3.48176  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
Peripheral DMAPP formation  Kms  68.1177  (Diaz et al., 2012) 
  Kmp  68.1177  (Diaz et al., 2012) 
  Vf  0.147654  (Diaz et al., 2012) 
  Vr 0.147654 (Diaz et al., 2012) 
Intestinal Mevalonate5PP formation  Kms  7.75676  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
  Kmp  12.6329  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
  Vf  10.5857  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
  Vr  3.48176  (Herdendorf and Miziorko, 2007) 
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Reaction  Parameter Value Reference 
       
Intestinal DMAPP formation  Kms 68.1177 (Diaz et al., 2012) 
  Kmp  68.1177  (Diaz et al., 2012) 
  Vf  0.147654  (Diaz et al., 2012) 
  Vr  0.147654  (Diaz et al., 2012) 
 
Ping Pong Bi Bi       
Hepatic Interconversion of Acetyl CoA and 
Acetoacetyl CoA  Keq  0.1  Assumed 
  Vf 0.469551 (Sakurai et al., 2007)
  Vr  0.469551  Assumed 
  Kma  22.668  (Sakurai et al., 2007) 
  Kmb  22.668  Assumed 
  Kmp 4.25805 (Sakurai et al., 2007)
  Kmq  4.91226  (Sakurai et al., 2007) 
  Kia  0.1  Assumed 
  Kiq  0.1  Assumed 
Peripheral Interconversion of Acetyl CoA and 
Acetoacetyl CoA  Keq  0.1  Assumed 
  Vf  0.469551  (Sakurai et al., 2007) 
  Vr  0.469551  Assumed 
  Kma 22.668 (Sakurai et al., 2007)
  Kmb 22.668 Assumed 
  Kmp  4.25805  (Sakurai et al., 2007) 
  Kmq  4.91226  (Sakurai et al., 2007) 
  Kia 0.1 Assumed 
  Kiq 0.1 Assumed 
Intestinal Interconversion of Acetyl CoA and 
Acetoacetyl CoA  Keq  0.1  Assumed 
  Vf  0.469551  (Sakurai et al., 2007) 
  Vr 0.469551 Assumed 
  Kma  22.668  (Sakurai et al., 2007) 
  Kmb  22.668  Assumed 
  Kmp  4.25805  (Sakurai et al., 2007) 
  Kmq 4.91226 (Sakurai et al., 2007)
  Kia  0.1  Assumed 
  Kiq  0.1  Assumed 
       
































































































































































































































































































































2. ௗሺሾ௅஼ாሿ௏"಺೙೟೐ೞ೟೔೙ೌ೗	ಽೠ೘೐೙"ሻௗ௧ ൌ ൅ሺܭଵሾܦܥܧሿሻ 




3. ௗሺሾ௖௢௨௡௧௘௥ସሿ௏"಺೙೟೐ೞ೟೔೙ೌ೗	ಽೠ೘೐೙"ሻௗ௧ ൌ "ܸூ௡௧௘௦௧௜௡௔௟	௅௨௠௘௡"ሺݒሻ 
 
4. ௗሺሾ௅஼஻஺ሿ௏"಺೙೟೐ೞ೟೔೙ೌ೗	ಽೠ೘೐೙"ሻௗ௧ ൌ ൅ቀ
ܸ݉ܽݔሾு஼஻஺ሿ
ܭܯାሾு஼஻஺ሿቁ 
െ "ܸூ௡௧௘௦௧௜௡௔௟	௅௨௠௘௡" ቆ ܸ݉ܽݔ
ሾܮܥܤܣሿ
ܭܯ ൅ ሾܮܥܤܣሿቇ 
െቆ ܸ݉ܽݔሾܮܥܤܣሿܭܯ ൅ ሾܮܥܤܣሿቇ 
 




























െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܬܦܯܣܲܲሿሾܬܫܲܲሿ
ܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܬܦܯܣܲܲሿܭܯܤ ൅ ሾܬܫܲܲሿܭܯܣ ൅ ሾܬܦܯܣܲܲሿሾܬܫܲܲሿቇ	 
െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܬܩܲܲሿሾܬܫܲܲሿ
ܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܬܩܲܲሿܭܯܤ ൅ ሾܬܫܲܲሿܭܯܣ ൅ ሾܬܩܲܲሿሾܬܫܲܲሿቇ	 
 
 





ۇ ௙ܸ ൬ሾܬܣܥ݋ܣሿሾܬܣܥ݋ܣሿ െ
ሾܬܣܣܥ݋ܣሿሾܬܣܥ݋ܣܵܪሿ
ܭ௘௤ ൰
ሾܬܣܥ݋ܣሿሾܬܣܥ݋ܣሿ ൅ ܭெ஻ሾܬܣܥ݋ܣሿ ൅ ܭெ஺ሾܬܣܥ݋ܣሿ ൬1 ൅ ሾܬܥ݋ܣܵܪሿܭ௜௤ ൰ ൅	
ܸ݂
௥ܸܭ௘௤ ቆܭெ





െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܬܣܥ݋ܣሿሾܬܣܣܥ݋ܣሿ
ܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܬܣܥ݋ܣሿܭܯܤ ൅ ሾܬܣܣܥ݋ܣሿܭܯܣ ൅ ሾܬܣܥ݋ܣሿሾܬܣܣܥ݋ܣሿቇ 
 











ௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቀ
௏೘ೌೣሾܬ7ܦܪܦܧܵሿ
௄ಾ൅ሾܬ7ܦܪܦܧܵሿቁ 
െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܬܦܧܵሿ
ܭெ ൅ ሾܬܦܧܵሿቇ 
 




ௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቀ
௏೘ೌೣሾܬܪܯܩܥ݋ܣሿ
௄ಾ൅ሾܬܪܯܩܥ݋ܣሿቁ 
െቆ ௠ܸ௔௫ሾܬܯܸሿܭெ ൅ ሾܬܯܸሿቇ 
 








െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܬܣܥ݋ܣሿሾܬܣܣܥ݋ܣሿ















െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܬܯܸ5ܲܲሿ












െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܬܦܯܣܲܲሿሾܬܫܲܲሿ
ܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܬܦܯܣܲܲሿܭܯܤ ൅ ሾܬܫܲܲሿܭܯܣ ൅ ሾܬܦܯܣܲܲሿሾܬܫܲܲሿቇ 
 








ௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቀ
௏೘ೌೣሾ௃ி௉௉ሿ
௄ಾାሾ௃ி௉௉ሿቁ	 








െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܬܩܲܲሿሾܬܫܲܲሿܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܬܩܲܲሿܭܯܤ ൅ ሾܬܫܲܲሿܭܯܣ ൅ ሾܬܩܲܲሿሾܬܫܲܲሿ൰ 
 
19. ௗ൫ሾ௃ௌொாሿ௏"಻೐ೕೠ೙೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቀ
௏೘ೌೣሾ௃ௌொሿ
௄ಾାሾ௃ௌொሿቁ	 
െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܬܵܳܧሿܭெ ൅ ሾܬܵܳܧሿ൰	 
 
20. ௗ൫ሾ௃଻஽ு஽ாௌሿ௏"಻೐ೕೠ೙೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦"ሺܭଵሾܬܮܣܰሿሻ 
െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܬ7ܦܪܦܧܵሿܭெ ൅ ሾܬ7ܦܪܦܧܵሿ൰	 
െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܬ7ܦܪܦܧܵሿܭெ ൅ ሾܬ7ܦܪܦܧܵሿ൰	 
 
21. ௗ൫ሾ௃ி௉௉ሿ௏"಻೐ೕೠ೙೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ ൅ܸ"ܬ݆݁ݑ݊݋ܿݕݐ݁ݏ" ൬ ܸ݉ܽݔሾܬܩܲܲሿሾܬܫܲܲሿ௄ಾಲ௄ಾಳ൅ሾܬܩܲܲሿ௄ಾಳ൅ሾܬܫܲܲሿ௄ಾಲ൅ሾܬܩܲܲሿሾܬܫܲܲሿ൰ 
െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܬܨܲܲሿܭெ ൅ ሾܬܨܲܲሿ൰	 
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22. ௗ൫ሾ௃଻஽ு஼ሿ௏"಻೐ೕೠ೙೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቀ
௏೘ೌೣሾ௃଻஽ு஽ாௌሿ
௄ಾାሾ௃଻஽ு஽ாௌሿቁ	 


















ௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ቀ
௏೘ೌೣሾ௃଻஽ு஼ሿ
௄ಾାሾ௃଻஽ு஼ሿቁ 
൅ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܬܦܧܵሿܭெ ൅ ሾܬܦܧܵሿ൰ 
െሺܭ௔௕௦ሾܮܨܥሿሾܮܥܤܣሿሾܮܷܤܣሿሾܰܲܥ1ܮ1ሿ 









27. ௗ൫ሾே௉஼ଵ௅ଵሿ௏"಻೐ೕೠ೙೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ െ "ܸ௃௘௝௨௡௢௖௬௧௘௦"ሺܭଵሾܰܲܥ1ܮ1ሿሻ 


























30. ௗ൫ሾூ஺௉ை஺ூௌሿ௏"಺೗೐೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ െሺܭଵሾܫܣܱܲܣܫܵሿሻ 
 




െ൬ ௠ܸ௔௫ሾܫܷܤܣሿܭெ ൅ ሾܫܷܤܣሿ൰ 
 
32. ௗ൫ሾூ஼஻஺ሿ௏"಺೗೐೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ ൅ ቀ
௏೘ೌೣሾ௅஼஻஺ሿ
௄ಾାሾ௅஼஻஺ሿቁ 
െ൬ ௠ܸ௔௫ሾܫܥܤܣሿܭெ ൅ ሾܫܥܤܣሿ൰ 
 
33. ௗ൫ሾைௌ்ሿ௏"಺೗೐೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ െ "ܸூ௟௘௢௖௬௧௘௦"ሺܭଵሾܱܵܶሿሻ 
൅ "ܸூ௟௘௢௖௬௧௘௦" ൬ ܭ௢௦௧௦ሾܱܵܶܵሿሾܫܥܤܣሿ ൅ ሾܫܷܤܣሿ൰ 
 




35. ௗ൫ሾைௌ்஽ሿ௏"಺೗೐೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸூ௟௘௢௖௬௧௘௦"ሺܭଵሾܱܵܶሿሻ 
 




37. ௗ൫ሾ஺ௌ஻்஽ሿ௏"಺೗೐೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸூ௟௘௢௖௬௧௘௦"ሺܭଵሾܣܵܤܶሿሻ 
 
38. ௗ൫ሾ஺ௌ஻்ሿ௏"಺೗೐೚೎೤೟೐ೞ"൯ௗ௧ ൌ െ "ܸூ௟௘௢௖௬௧௘௦"ሺܭଵሾܣܵܤܶሿሻ 
൅ "ܸூ௟௘௢௖௬௧௘௦" ൬ ܭ௔௦௕௧௦ሾܣܵܤܶܵሿሾܫܥܤܣሿ ൅ ሾܫܷܤܣሿ൰ 
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42. ௗ൫ሾுி஼ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭ௖௛ଷሾܪܥܪሿሾܪܮܦܮܴሿሻ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܨܥሿܭெ ൅ ሾܪܨܥሿ൰ 








െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܨܥሿܭெ ൅ ሾܪܨܥሿ൰ 
൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܥܧሿܭெ ൅ ሾܪܥܧሿ൰ 
൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭ௖௛ସሾܪܥܪሿሾܮܴܲሿሻ 
൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪ7ܦܪܥሿܭெ ൅ ሾܪ7ܦܪܥሿ൰ 





43. ௗ൫ሾு஼ாሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭ௖௛ଶሾܪܥܪሿሾܮܴܲሿሻ 
൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭ௖௛ଵሾܪܥܪሿሾܪܮܦܮܴሿሻ 
൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܨܥሿܭெ ൅ ሾܪܨܥሿ൰ 








44. ௗ൫ሾு஺௉ை஺ூௌሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"൯ௗ௧ ൌ െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܪܣܱܲܣܫܵሿሻ 
 
45. ௗ൫ሾு௎஻஺ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܥ4ሿሻ 
൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܥ7ሿሻ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܷܤܣሿܭெ ൅ ሾܪܷܤܣሿ൰ 
൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܥ10ሿሻ 
൅൬ ௠ܸ௔௫ሾܤܷܤܣሿܭெ ൅ ሾܤܷܤܣሿ൰ 
 





47. ௗ൫ሾ௅ோ௉஽ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܮܴܲሿሻ 
 






49. ௗ൫ሾு௅஽௅ோ஽ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܪܮܦܮܴሿሻ 
 









52. ௗ൫ሾுௌோ஻ଵ஽ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܪܴܵܤ1ሿሻ 
 




54. ௗ൫ሾ஺஻஼ீହீ଼஽ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܣܤܥܩ5ܩ8ሿሻ 
 













58. ௗ൫ሾே்஼௉஽ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܰܶܥܲሿሻ 
 
59. ௗ൫ሾ஻ௌா௉஽ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"൯ௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܤܵܧܲሿሻ 
 











62. ௗሺሾு஺஼௢஺ௌሿܸ"ܪ݁݌ܽݐ݅ܿ	ܶ݅ݏݏݑ݁"ሻௗ௧ ൌ െܸ"ܪ݁݌ܽݐ݅ܿ	ܶ݅ݏݏݑ݁"ሺܭଵሾܪܣܥ݋ܣܵሿሻ 
 




ۇ ௙ܸ ൬ሾܪܣܥ݋ܣሿሾܪܣܥ݋ܣሿ െ
ሾܪܣܣܥ݋ܣሿሾܪܣܥ݋ܣܵܪሿ
ܭ௘௤ ൰
ሾܪܣܥ݋ܣሿሾܪܣܥ݋ܣሿ ൅ ܭெ஻ሾܪܣܥ݋ܣሿ ൅ ܭெ஺ሾܪܣܥ݋ܣሿ ൬1 ൅ ሾܪܥ݋ܣܵܪሿܭ௜௤ ൰ ൅	
ܸ݂
௥ܸܭ௘௤ ቆܭெ








ܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܪܣܥ݋ܣሿܭܯܤ ൅ ሾܪܣܣܥ݋ܣሿܭܯܣ ൅ ሾܪܣܥ݋ܣሿሾܪܣܣܥ݋ܣሿቇ 
 








െ "ܸܪ݁݌ܽݐ݅ܿ	ܶ݅ݏݏݑ݁" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܪܣܥ݋ܣሿሾܪܣܣܥ݋ܣሿ
ܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܪܣܥ݋ܣሿܭܯܤ ൅ ሾܪܣܣܥ݋ܣሿܭܯܣ ൅ ሾܪܣܥ݋ܣሿሾܪܣܣܥ݋ܣሿቇ 
 




െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܪܯܩܥ݋ܣሿܭெ ൅ ሾܪܪܯܩܥ݋ܣሿ൰ 
 
66. ௗሺሾுெ௏ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾுுெீ஼௢஺ሿ
௄ಾାሾுுெீ஼௢஺ሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܯܸሿܭெ ൅ ሾܪܯܸሿ൰ 
 

















































െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܦܯܣܲܲሿሾܪܫܲܲሿܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܪܦܯܣܲܲሿܭܯܤ ൅ ሾܪܫܲܲሿܭܯܣ ൅ ሾܪܦܯܣܲܲሿሾܪܫܲܲሿ൰ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܩܲܲሿሾܪܫܲܲሿܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܪܩܲܲሿܭܯܤ ൅ ሾܪܫܲܲሿܭܯܣ ൅ ሾܪܩܲܲሿሾܪܫܲܲሿ൰  










െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܦܯܣܲܲሿሾܪܫܲܲሿܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܪܦܯܣܲܲሿܭܯܤ ൅ ሾܪܫܲܲሿܭܯܣ ൅ ሾܪܦܯܣܲܲሿሾܪܫܲܲሿ൰ 
 
 




െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܨܲܲሿܭெ ൅ ሾܪܨܲܲሿ൰ 
 




െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܪܩܲܲሿሾܪܫܲܲሿ
ܭܯ஺ܭܯ஻ ൅ ሾܪܩܲܲሿܭܯ஻ ൅ ሾܪܫܲܲሿܭܯ஺ ൅ ሾܪܩܲܲሿሾܪܫܲܲሿቇ 
 
73. ௗሺሾுௌொሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾுி௉௉ሿ
௄ಾାሾுி௉௉ሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܵܳሿܭெ ൅ ሾܪܵܳሿ൰ 
 
74. ௗሺሾு଻஽ு஽ாௌሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܪܮܣܰሿሻ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪ7ܦܪܦܧܵሿܭெ ൅ ሾܪ7ܦܪܦܧܵሿ൰ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪ7ܦܪܦܧܵሿܭெ ൅ ሾܪ7ܦܪܦܧܵሿ൰ 
 
75. ௗሺሾு଻஽ு஼ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾு଻஽ு஽ாௌሿ
௄ಾାሾு଻஽ு஽ாௌሿቁ 




76. ௗሺሾு஽ாௌሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾு଻஽ு஽ாௌሿ
௄ಾାሾு଻஽ு஽ாௌሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܦܧܵሿܭெ ൅ ሾܪܦܧܵሿ൰ 
 
77. ௗሺሾு௅஺ேሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾுௌொாሿ
௄ಾାሾுௌொாሿቁ െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܪܮܣܰሿሻ 
 
78. ௗሺሾுௌொாሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾுௌொሿ
௄ಾାሾுௌொሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܵܳܧሿܭெ ൅ ሾܪܵܳܧሿ൰ 
 
79. ௗሺሾு஼஻஺ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾு௎஻஺஼௢஺ሿ
௄ಾାሾு௎஻஺஼௢஺ሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܥܤܣሿܭெ ൅ ሾܪܥܤܣሿ൰ 
൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܤܥܤܣሿܭெ ൅ ሾܤܥܤܣሿ൰ 
 









81. ௗሺሾ஼ଷሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ஼ଶሿ
௄ಾାሾ஼ଶሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܥ3ሿܭெ ൅ ሾܥ3ሿ൰ 
 
 
82. ௗሺሾ஼ଵሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾுி஼ሿ
௄ಾାሾுி஼ሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܥ1ሿܭெ ൅ ሾܥ1ሿ൰ 
 
 
83. ௗሺሾ஼ହሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ஼ଶሿ
௄ಾାሾ஼ଶሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܥ5ሿܭெ ൅ ሾܥ5ሿ൰ 
 
84. ௗሺሾ஼ଶሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ஼ଵሿ
௄ಾାሾ஼ଵሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܥ2ሿܭெ ൅ ሾܥ2ሿ൰ 





85. ௗሺሾ஼଺ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ஼ହሿ
௄ಾାሾ஼ହሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܥ6ሿܭெ ൅ ሾܥ6ሿ൰ 
 
86. ௗሺሾ஼ସሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ஼ଷሿ
௄ಾାሾ஼ଷሿቁ െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܥ4ሿሻ 
 
87. ௗሺሾ஼ଽሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ஼଼ሿ
௄ಾାሾ஼଼ሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܥ9ሿܭெ ൅ ሾܥ9ሿ൰ 
 
88. ௗሺሾ஼଻ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ஼଺ሿ
௄ಾାሾ஼଺ሿቁ െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܥ7ሿሻ 
 
89. ௗሺሾ஼ଵ଴ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ஼ଽሿ
௄ಾାሾ஼ଽሿቁ െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܥ10ሿሻ 
 
90. ௗሺሾ஼଼ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾுி஼ሿ
௄ಾାሾுி஼ሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܥ8ሿܭெ ൅ ሾܥ8ሿ൰ 
 
91. ௗሺሾு௎஻஺஼௢஺ሿ௏"ಹ೐೛ೌ೟೔೎	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾு௎஻஺ሿ
௄ಾାሾு௎஻஺ሿቁ 
െ "ܸு௘௣௔௧௜௖	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܷܤܣܥ݋ܣሿܭெ ൅ ሾܪܷܤܣܥ݋ܣሿ൰ 
 








ௗ௧ ൌ െሺܭଵሾܦܥܧሿሻ 
 

















98. ௗሺሾு஽௅ଶሿ௏ಳ೗೚೚೏ሻௗ௧ ൌ ൅ ஻ܸ௟௢௢ௗ ቀ
௏೘ೌೣሾு஽௅ଷሿ
௄ಾାሾு஽௅ଷሿቁ 





99. ௗሺሾு஽௅ଷሿ௏ಳ೗೚೚೏ሻௗ௧ ൌ ൅ሺܭ௛ௗ௟ଷሾܲܨܥሿሾܮܥܣܶሿሾ݊݀ܪܦܮሿሻ 
െ ஻ܸ௟௢௢ௗ ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܦܮ3ሿܭெ ൅ ሾܪܦܮ3ሿ൰ 
൅ ஻ܸ௟௢௢ௗ ൬ ௠ܸ௔௫ሾܪܦܮ2ሿܭெ ൅ ሾܪܦܮ2ሿ൰ 
 
100. ௗሺሾ௉௅ௌሿ௏ಳ೗೚೚೏ሻௗ௧ ൌ െ ஻ܸ௟௢௢ௗሺܭଵሾܲܮܵሿሻ 
 
101. ௗሺሾ஻஼஻஺ሿ௏ಳ೗೚೚೏ሻௗ௧ ൌ ൅ቀ
௏೘ೌೣሾூ஼஻஺ሿ
௄ಾାሾூ஼஻஺ሿቁ 




102. ௗሺሾ஻௎஻஺ሿ௏ಳ೗೚೚೏ሻௗ௧ ൌ ൅ቀ
௏೘ೌೣሾூ௎஻஺ሿ
௄ಾାሾூ௎஻஺ሿቁ 
െ൬ ௠ܸ௔௫ሾܤܷܤܣሿܭெ ൅ ሾܤܷܤܣሿ൰ 
 










105. ௗሺሾ௉஼ாሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠೝ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅൫ܭ௣௟ௗ௟௨ሾܮܦܮܥሿሾܲܮܦܮܴሿ൯ 
+ሺܭଵሾܮܦܮܥሿሻ 
െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܥܧሿܭெ ൅ ሾܲܥܧሿ൰ 
൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܨܥሿܭெ ൅ ሾܲܨܥሿ൰ 
 













107. ௗሺሾ௉ி஼ሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠೝ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ௉଻஽ு஼ሿ
௄ಾାሾ௉଻஽ு஼ሿቁ 
൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܦܧܵሿܭெ ൅ ሾܲܦܧܵሿ൰ 
൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܥܧሿܭெ ൅ ሾܲܥܧሿ൰ 












109. ௗሺሾ௉ௌௌሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠೝ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܲܨܥሿሻ 
 









112. ௗሺሾ௉ௌோ஻ଵ஽ሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠೝ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܴܲܵܤ1ሿሻ 
 












116. ௗሺሾ஺஻஼஺ଵ஽ሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠೝ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܣܤܥܣ1ሿሻ 
 
117. ௗሺሾ௉଻஽ு஼ሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ௉଻஽ு஽ாௌሿ
௄ಾାሾ௉଻஽ு஽ாௌሿቁ 
െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲ7ܦܪܥሿܭெ ൅ ሾܲ7ܦܪܥሿ൰ 
 
118. ௗሺሾ௉଻஽ு஽ாௌሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠೝ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܲܮܣܰሿሻ 
െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲ7ܦܪܦܧܵሿܭெ ൅ ሾܲ7ܦܪܦܧܵሿ൰ 
െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲ7ܦܪܦܧܵሿܭெ ൅ ሾܲ7ܦܪܦܧܵሿ൰ 
 
119. ௗሺሾ௉஽ாௌሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠೝ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ௉଻஽ு஽ாௌሿ
௄ಾାሾ௉଻஽ு஽ாௌሿቁ 
െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܦܧܵሿܭெ ൅ ሾܲܦܧܵሿ൰ 
 
120. ௗቀሾ௉஺஺஼௢஺ሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠ೐"ቁௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቌ
௏೑൬ሾ௉஺஼௢஺ሿሾ௉஺஼௢஺ሿିሾುಲಲ಴೚ಲሿሾುಲ಴೚ಲೄಹሿ಼೐೜ ൰






െ "ܸܲ݁ݎ݅݌݄݁ݎ݈ܽ	ܶ݅ݏݏݑ݁" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܲܣܥ݋ܣሿሾܲܣܣܥ݋ܣሿ
ܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܲܣܥ݋ܣሿܭܯܤ ൅ ሾܲܣܣܥ݋ܣሿܭܯܣ ൅ ሾܲܣܥ݋ܣሿሾܲܣܣܥ݋ܣሿቇ 
 













ۇ ௙ܸ ൬ሾܲܣܥ݋ܣሿሾܲܣܥ݋ܣሿ െ
ሾܲܣܣܥ݋ܣሿሾܲܣܥ݋ܣܵܪሿ
ܭ௘௤ ൰
ሾܲܣܥ݋ܣሿሾܲܣܥ݋ܣሿ ൅ܭܯܤ ሾܲܣܥ݋ܣሿ ൅ܭܯܣ ሾܲܣܥ݋ܣሿ ൬1 ൅ ሾܲܥ݋ܣܵܪሿܭ௜௤ ൰ ൅	
ܸ݂
௥ܸܭ௘௤ ቆܭܯ
ܳ ሾܲܣܣܥ݋ܣሿ ൬1 ൅ ሾܲܣܥ݋ܣሿܭ௜௔ ൰ ൅ ሾܲܥ݋ܣܵܪሿ ቀܭܲܯ ൅ ሾܲܣܣܥ݋ܣሿቁቇی
ۋ
ۊ 
െ "ܸܲ݁ݎ݅݌݄݁ݎ݈ܽ	ܶ݅ݏݏݑ݁" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܲܣܥ݋ܣሿሾܲܣܣܥ݋ܣሿ
ܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܲܣܥ݋ܣሿܭܯܤ ൅ ሾܲܣܣܥ݋ܣሿܭܯܣ ൅ ሾܲܣܥ݋ܣሿሾܲܣܣܥ݋ܣሿቇ 
 




124. ௗሺሾ௉ி௉௉ሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ௉ீ௉௉ሿሾ௉ூ௉௉ሿ
ܭܯܣ ܭܯܤାሾ௉ீ௉௉ሿܭܯܤାሾ௉ூ௉௉ሿܭܯܣ ାሾ௉ீ௉௉ሿሾ௉ூ௉௉ሿቁ 
െ "ܸ௉௘௥௜௣௔௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܨܲܲሿܭெ ൅ ሾܲܨܲܲሿ൰ 
 




െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቆ ௠ܸ௔௫
ሾܲܩܲܲሿሾܲܫܲܲሿ
ܭܯ஺ܭܯ஻ ൅ ሾܲܩܲܲሿܭܯ஻ ൅ ሾܲܫܲܲሿܭܯ஺ ൅ ሾܲܩܲܲሿሾܲܫܲܲሿቇ 
 





െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܪܯܩܥ݋ܣሿܭெ ൅ ሾܲܪܯܩܥ݋ܣሿ൰	 
 















െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቆ ௠ܸ௔௫ሾܲܦܯܣܲܲሿሾܲܫܲܲሿܭெ஺ܭெ஻ ൅ ሾܲܦܯܣܲܲሿܭெ஻ ൅ ሾܲܫܲܲሿܭெ஺ ൅ ሾܲܦܯܣܲܲሿሾܲܫܲܲሿቇ 
െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቆ ௠ܸ௔௫ሾܲܩܲܲሿሾܲܫܲܲሿܭெ஺ܭெ஻ ൅ ሾܲܩܲܲሿܭெ஻ ൅ ሾܲܫܲܲሿܭெ஺ ൅ ሾܲܩܲܲሿሾܲܫܲܲሿቇ  










െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	ܶ݅ݏݏݑ݁" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܦܯܣܲܲሿሾܲܫܲܲሿܭܯܣ ܭܯܤ ൅ ሾܲܦܯܣܲܲሿܭܯܤ ൅ ሾܲܫܲܲሿܭܯܣ ൅ ሾܲܦܯܣܲܲሿሾܲܫܲܲሿ൰ 
 
129. ௗሺሾ௉ெ௏ሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ௉ுெீ஼௢஺ሿ
௄ಾାሾ௉ுெீ஼௢஺ሿቁ 
െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܯܸሿܭெ ൅ ሾܲܯܸሿ൰ 
 










െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܯܸ5ܲܲሿܭெ ൅ ሾܲܯܸ5ܲܲሿ൰ 
335 
 










൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܯܸሿܭெ ൅ ሾܲܯܸሿ൰ 
 
132. ௗሺሾ௉ௌொாሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ௉ௌொሿ
௄ಾାሾ௉ௌொሿቁ 
െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܵܳܧሿܭெ ൅ ሾܲܵܳܧሿ൰ 
 
133. ௗሺሾ௉ௌொሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ௉ி௉௉ሿ
௄ಾାሾ௉ி௉௉ሿቁ 
െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ൬ ௠ܸ௔௫ሾܲܵܳሿܭெ ൅ ሾܲܵܳሿ൰ 
 
134. ௗሺሾ௉௅஺ேሿ௏"ು೐ೝ೔೛೓೐ೝೌ೗	೅೔ೞೞೠ೐"ሻௗ௧ ൌ ൅ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘" ቀ
௏೘ೌೣሾ௉ௌொாሿ
௄ಾାሾ௉ௌொாሿቁ െ "ܸ௉௘௥௜௣௛௘௥௔௟	்௜௦௦௨௘"ሺܭଵሾܲܮܣܰሿሻ 
 
135. ௗሺሾாி஼ሿ௏ಶೣ೎ೝ೐೟೐೏ሻௗ௧ ൌ ൅൫ܭ௘௙௖ሾܮܨܥሿሾܮܥܤܣሿሾܮܷܤܣሿ൯ 
 






























































1  0.901 1.000 0.807 1.000 
2  0.912  1.000  0.957  0.640 
5  0.389  0.002  0.248  0.002 
10  0.304  1.000  1.000  0.077 
15  0.965 0.000 0.000 0.865 
20  0.408  0.000  0.000  0.018 
25  0.481  0.000  0.000  0.953 














1  0.273 0.298 0.971 0.000 
10  0.000  0.000  0.000  0.000 
25  0.000  0.000  0.000  0.000 
50  0.000  0.000  0.000  0.000 
100  0.000 0.000 0.000 0.000 
200  0.000  0.000  0.000  0.000 














0  0.051  0.002  0.033  0.000 
1000  0.957  0.999  0.992  0.733 
2000  0.000  0.000  0.0003  0.000 

















































1  0.939  0.761  0.892  0.481 
10  0.000 0.000 0.000 0.000 
25  0.000  0.000  0.000  0.000 
50  0.000  0.000  0.000  0.000 
100  0.000 0.000 0.000 0.000 
200  0.000  0.000  0.000  0.000 














1  0.996  1.000  1.000  0.107 
10  1.000  0.279  0.075  1.000 
25  0.009 0.000 0.816 1.000 
50  0.000  0.000  0.000  0.000 
100  0.000  0.000  0.000  0.000 
200  0.000 0.000 0.000 0.000 




p values  from one way ANOVA with Tukey post‐hoc  test  for multiple comparisons. Green shading 
represents a statistically significant difference (p<0.05). 
Rct  0%  25%  50%  75%  100% 
0%    0.003  0.000  0.000 0.000
25%  0.003    0.098  0.000 0.000
50%  0.000  0.098    0.007 0.000
75%  0.000  0.000  0.007    0.001


























CV200 0%  25%  50%  75%  100%
0%    1.000 1.000  0.124  0.003
25%  1.000   1.000  0.167  0.003
50%  1.000 1.000   0.168  0.003
75%  0.124 0.167 0.168    0.150
100%  0.003 0.003 0.003  0.150   
CV50  0%  25%  50%  75%  100% 
0%    0.744  0.999  0.127 0.015
25%  0.744    0.590  0.602 0.095
50%  0.999  0.590    0.084 0.010
75%  0.127  0.602  0.084    0.639
100%  0.015  0.095  0.010  0.639  
DPV  0%  25%  50%  75%  100%
0%    1.000 0.018  0.005  0.000
25%  1.000   0.023  0.006  0.000
50%  0.018 0.023   0.881  0.001
75%  0.005 0.006 0.881    0.005

















1/180  0.000  0.130  0.971  0.002 
1/36  0.000  0.000  0.000  0.000 
1/18  0.000 0.000 0.000 0.000 
















1/180  0.000  0.165  1.000  0.044 
1/36  0.000 0.000 0.000 0.000 
1/18  0.000  0.000  0.000  0.000 


















Methylated  and  unmethylated  DNA  derived  from  the  EN1  amplicon  of  MCF‐7  and  WGA  DNA 
respectively. p values from one way ANOVA with Tukey post‐hoc test for multiple comparisons. Green 
shading represents a statistically significant difference (p<0.05). 
Rct  0%  25%  50%  75%  100% 
0%    0.000  0.000  0.000 0.000
25%  0.000    0.000  0.000 0.000
50%  0.000  0.000    0.000 0.000
75%  0.000  0.000  0.000    0.000
























1/180  0.999  0.130  0.971  0.916 
1/36  0.997  0.001  0.002  0.004 
1/18  0.000  0.000  0.000  0.000 
1/3  0.000 0.000 0.000 0.995 
CV200 0%  25%  50%  75%  100%
0%    0.205 0.000  0.000  0.000
25%  0.205   0.000  0.000  0.000
50%  0.000 0.000   0.314  0.000
75%  0.000 0.000 0.314    0.002
100%  0.000 0.000 0.000  0.002   
CV50  0%  25%  50%  75%  100% 
0%    0.002  0.000  0.000 0.000
25%  0.002    0.001  0.000 0.000
50%  0.000  0.001    0.406 0.000
75%  0.000  0.000  0.406    0.001
100%  0.000  0.000  0.000  0.001  
DPV  0%  25%  50%  75%  100%
0%    1.000 0.170  0.000  0.000
25%  1.000   0.151  0.000  0.000
50%  0.170 0.151   0.010  0.000
75%  0.000 0.000 0.010    0.000
100% 0.000 0.000 0.000  0.000   
